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RESUMO 
 
França, NR. Caracterização imunológica do padrão nuclear Quasi-Homogêneo 
(QH) observado pela técnica de imunofluorescência indireta em células HEp-2 
[Dissertação]. São Paulo: Departamento de Medicina, Disciplina de 
Reumatologia da Universidade Federal de São Paulo; 2011. 
 
Várias doenças reumáticas autoimunes apresentam autoanticorpos (AAc) 
capazes de reconhecer diversos antígenos celulares. Alguns AAc guardam 
associação estreita com determinadas doenças, sendo considerados 
marcadores da doença e de ocorrência extremamente improvável em 
indivíduos sadios. Outros AAc aparecem indiscriminadamente em diferentes 
doenças autoimunes, infecciosas e neoplásicas, embora com títulos e 
frequências variadas. Nosso grupo tem tido oportunidade de identificar e 
descrever diversas associações relevantes de padrões de imunofluorescência 
indireta (IFI) no teste ANA-HEp-2 (Andrade et al., 1991; Andrade et al., 1996; 
Dellavance et al., 2005; Dellavance et al., 2009b; Mariz et al., 2011). 
Recentemente foi observado na rotina laboratorial um novo padrão, que por 
sua semelhança com os padrões nuclear homogêneo (Ho) e nuclear pontilhado 
fino denso (PFd), foi, denominado “padrão nuclear Quasi-homogêneo” (QH). O 
objetivo do presente trabalho foi caracterizar imunologicamente o padrão QH, 
detectado pela técnica de IFI e sua possível correlação clínica. Foram 
aleatoriamente selecionados 60 soros com padrão QH, juntamente com 30 
soros com padrão Ho e 30 soros com padrão PFd para pesquisa de diversos 
autoanticorpos: anti-DNA nativo (dsDNA), anti-histona, antinucleossomo, 
anticardiolipina, anticorpos contra antígenos nucleares extraíveis (ENA), bem 
como rastreamento por western blot (WB) contra extrato total de células MOLT-
4. Verificamos que o padrão de fluorescência QH foi reconhecido em mais de 
um substrato comercial de células HEp-2 e em células sob diferentes fixações, 
não se tratando dessa maneira de um artefato raro associado a uma forma 
peculiar de preparação das células. As amostras com padrão QH apresentaram 
alguns autoanticorpos específicos em algumas amostras: três com anticorpos 
anti-SS-A/Ro (5%), dois com anticardiolipina IgG (3,33%), 22 antinucleossomo 
(36,6%) e 10 anti-histona (16,67%). Houve comportamento heterogêneo no 
ensaio de western blot, com reconhecimento de bandas variáveis por várias 
amostras QH. Não observamos associação do padrão QH com manifestações 
clínicas ou alguma doença em particular. Concluímos que o padrão QH 
representa um tipo de reatividade ANA-HEp-2 distinta dos padrões Ho e PFd 
no que tange aos autoanticorpos relacionados e às associações clínicas. O 
padrão QH tem um perfil heterogêneo de imunorreatividade e seu significado 
clínico é variável. 
 
Palavras-chave: anticorpos antinúcleo; autoanticorpos; doenças reumáticas 
autoimunes; imunofluorescência indireta. 
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ABSTRACT 
 
França, NR. Immunological characterization of the nuclear pattern designated 
“Quasi-homogeneous pattern” observed by the indirect immunofluorescence 
technique in HEp-2 cells [Master thesis]. São Paulo: Department of Medicine, 
Discipline of Rheumatology of the Federal University of São Paulo; 2011. 
 
Several autoimmune rheumatic diseases present autoantibodies (AAb) 
capable of recognizing various cell antigens. Some AAb keep a very close 
association with a given disease and are considered markers of this disease, 
and extremely unlike to occur in healthy individuals. Other AAb appear 
indiscriminately in different autoimmune, infectious, and neoplasic diseases, 
although with variable titers and frequencies. There are also AAb that appear 
with reasonable frequency in healthy individuals. The determination of 
antinuclear antibodies by indirect immunofluorescence (IIF) in HEp-2 cells (ANA 
HEp-2) is one of the major methods for autoantibody screening. The 
fluorescence pattern observed in the ANA HEp-2 test reflects the distribution of 
the recognized self-antigen, and is therefore relevant to the knowledge of the 
autoantibody target. Our group has been able to identify and describe several 
relevant associations of ANA-HEp-2 fluorescence patterns (Andrade et al., 
1991; Andrade et al., 1996; Dellavance et al., 2005; Dellavance et al., 2009b; 
Mariz et al., 2011). Recently a new pattern, which closely resembles both the 
homogenous (Ho) and the dense fine speckled (DFS) nuclear patterns, has 
been observed in our routine laboratory. This pattern was designated "Quasi-
Homogeneous" (QH) pattern.  Due to the frequent presence of the QH pattern 
in routine AAb screening, this study aimed at its immunological characterization, 
investigate the target antigen(s) involved and evaluate possible clinical 
associations. We randomly selected 60 sera with QH, along with 30 sera with 
Ho and 30 sera with DFS, which underwent investigation for various 
autoantibodies: anti-native DNA (dsDNA), anti-histone, antinucleosome, 
anticardiolipin, antibodies against extractable nuclear antigens (ENA), as well 
as screening by western blot (WB) against total extract of MOLT-4 cells. The 
fluorescence pattern QH was recognized in more than one commercial 
substrate for HEp-2 cells and in different fixation protocols, and therefore did not 
represent a rare artifact associated with a particular form of preparation of cells. 
QH samples showed low frequency of anti-SS-A/Ro antibodies (5%), IgG 
anticardiolipin (3.33%); and intermediate frequency of antinucleosome (36.6%) 
and anti-histone (16.67%) antibodies. There was heterogeneous behavior in 
western blot test, with recognition of varied bands by different QH samples, 
although the majority of them showed no reactivity. Association of QH samples 
with systemic autoimmune rheumatic diseases was intermediate between the 
high association observed for Ho samples and the irrelevant association 
observed for DFS samples. We conclude that the QH pattern represents a 
genuine type of ANA-HEp-2 reactivity that must be differentiated from Ho and 
DFS patterns with respect to the related autoantibodies and clinical 
xii 
 
associations. The QH pattern has a heterogeneous profile of immunoreactivity 
and its clinical significance is variable. 
 
Keywords: antinuclear antibodies; autoantibodies; autoimmune rheumatic 
diseases; indirect immunofluorescence. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 DOENÇAS REUMÁTICAS AUTOIMUNES 
 
As doenças reumáticas autoimunes (DRAI) são condições sistêmicas, de 
etiologia ainda não esclarecida. Acredita-se que fatores genéticos, hormonais e 
ambientais concorram para seu desenvolvimento. Entre essas doenças estão o 
lúpus eritematoso sistêmico (LES), síndrome de Sjögren (SS), esclerose 
sistêmica (ES), artrite reumatóide (AR), polimiosite, doença mista do tecido 
conjuntivo e outras (Silva & Andrade, 2004). 
Algumas doenças reumáticas autoimunes caracterizam-se pela presença 
de autoanticorpos, definidos como anticorpos que reconhecem antígenos 
próprios. Constituem inestimáveis ferramentas para investigadores da biologia 
celular e molecular das proteínas celulares, além de serem valiosos parâmetros 
auxiliares para diagnóstico das DRAI. Por razões históricas e pelo predomínio 
de alvos de distribuição nuclear, são chamados genericamente de anticorpos 
antinúcleo (ANA, do Inglês antinuclear antibodies) (Tan, 1989). De fato, o 
exame padrão para rastreamento de autoanticorpos é denominado pesquisa de 
fator antinúcleo (FAN). O padrão ouro para esta pesquisa é o teste de IFI em 
células HEp-2 (ANA-HEp-2). No entanto, deve-se salientar que diversos dos 
autoanticorpos detectados no teste de ANA-HEp-2 estão localizados em outros 
compartimentos celulares, como o citoplasma, nucléolo e aparelho mitótico. 
Nesse sentido, o Grupo Brasileiro de Consenso em Autoanticorpos tem 
proposto o uso de denominações alternativas para este exame, como 
“anticorpos contra antígenos celulares”, embora persista também o uso dos 
termos FAN ou fator antinúcleo. 
A simples presença de autoanticorpos por si não tem valor diagnóstico e 
não implica em doença autoimune. Na maioria dos indivíduos é possível 
detectar autoanticorpos, ditos anticorpos naturais, que não se associam a 
doenças; em geral são da classe M, polirreativos, apresentam baixa avidez e 
estão presentes em baixos títulos. Já os autoanticorpos ditos patológicos, são 
em geral da classe G, têm especificidade restrita e aparecem em títulos mais 
elevados. Mariz e colaboradores mostrou em um estudo recente a presença de 
autoanticorpos em indivíduos sadios em baixos títulos, e altos títulos de 
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autoanticorpos nos pacientes com doenças reumáticas autoimunes (Mariz et 
al., 2011). 
Alguns autoanticorpos guardam associação bastante estreita com uma 
dada entidade e são considerados marcadores da doença, como por exemplo, 
anticorpos antinucleossomo que são marcadores do lúpus eritematoso 
sistêmico e de ocorrência extremamente improvável em indivíduos sadios. 
Outros autoanticorpos aparecem indiscriminadamente em diferentes doenças 
tanto autoimunes quanto infecciosas e neoplásicas, embora com títulos e 
frequências variadas (Silva & Andrade, 2004). Há também determinados 
autoanticorpos que aparecem com maior frequência em indivíduos sadios do 
que em pacientes com doenças autoimunes. Tan e colaboradores encontraram 
uma frequência de 13,3% (diluição de 1/80) de soros reagentes no teste ANA-
HEp-2 em indivíduos sadios entre 20 e 60 anos, (Tan et al., 1997). Em nosso 
meio, Mariz e colaboradores verificaram uma frequência de 12,8% (diluição de 
1/80) de soros reagentes no teste ANA-HEp-2 em indivíduos sadios (Mariz et 
al., 2011). 
 
1.2 MÉTODOS DE DETECÇÃO DE AUTOANTICORPOS 
 
 Na década de 40 surgiram as primeiras descrições relacionadas à 
presença de autoanticorpos, com o fenômeno de células LE em pacientes com 
Lúpus Eritematoso Sistêmico (LES) e o fator reumatóide em pacientes com 
artrite reumatóide (Rose et al., 1948). Em 1948, Hargraves e colaboradores 
documentaram a presença de material nuclear fagocitado em sangue de 
pacientes com LES (Hargraves et al., 1948). Em seguida, foi demonstrado que 
este fenômeno devia-se à presença de autoanticorpos que reagiam com a 
cromatina, ocasionando opsonização e fagocitose do material nuclear. O 
ensaio laboratorial baseado nesse fenômeno recebeu o nome de teste das 
células do lúpus eritematoso sistêmico (células LE) e foi utilizado por muitos 
anos como marcador sorológico para o diagnóstico de LES (Hepburn, 2001). A 
presença de células LE fez parte dos critérios estabelecidos originalmente pelo 
ACR (American College of Rheumatology) para classificação dessa doença 
(Tan et al., 1982). Porém, por ser uma técnica bastante trabalhosa e sujeita a 
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erros metodológicos, bem como pelo surgimento de métodos melhores, entrou 
em desuso, sendo excluída dos critérios de classificação de LES (Hochberg, 
1997) e substituída nas últimas décadas pela presença de outros 
autoanticorpos, mais especificamente ANA-HEp-2, anti-DNA nativo, anti-Sm e 
anticardiolipina. Nos laboratórios clínicos, a pesquisa de células LE foi 
virtualmente abolida e substituída pelo teste de imunofluorescência indireta 
(IFI) para a pesquisa de anticorpos antinúcleo em células HEp-2 (ANA-HEp-2) 
(Keren, 2002). 
Em 1950, Coons e Kaplan utilizaram anticorpos marcados com 
fluoresceína para identificar antígenos teciduais, inaugurando assim a 
aplicabilidade do teste de IFI para a pesquisa de anticorpos (Coons & Kaplan, 
1950). A primeira aplicação da técnica de IFI para pesquisa de autoanticorpos 
foi realizada por George Friou, que pesquisou fatores antinúcleo presentes no 
soro de pacientes com lúpus eritematoso sistêmico (Friou et al., 1958) 
empregando cortes de tecido animal (Friou, 1957). Desde então diversos 
substratos antigênicos foram utilizados, como, por exemplo, corte de fígado ou 
rim de rato, imprint de fígado de camundongo, leucócitos humanos e diversas 
linhagens celulares. Posteriormente esses substratos foram substituídos pelas 
células HEp-2 (figura 1) (American Type Culture Collection CCL23, Rockville, 
MD), linhagem celular estabelecida em 1952 por Moore e colaboradores, a 
partir de tecido epidermóide de carcinoma laríngeo humano (Moore et al., 
1955). Essa linhagem imortalizada cresce em monocamadas aderidas à 
superfície de cultivo e apresentam grande expressão de antígenos nas 
diversas fases do ciclo celular, o que a torna um excelente substrato para a 
pesquisa de autoanticorpos (Dellavance et al.; 2007). 
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Figura 1 - Células HEp-2 - ATCC - CCL23. Figura da esquerda demonstrando células em baixa 
confluência e figura da direita demonstrando células em alta confluência. 
(http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx?ATC
CNum=CCL-23&Template=cellBiology) 
 
 A técnica de IFI passou então a ser empregada também na pesquisa de 
autoanticorpos em soros de pacientes com outras doenças autoimunes, sendo 
considerado o método universal de triagem inicial das amostras de soro dos 
pacientes. O teste laboratorial foi denominado pesquisa de fator antinúcleo em 
HEp-2 (FAN ou FAN-HEp-2) ou, mais recentemente, pesquisa de anticorpos 
antinúcleo em HEp-2 (ANA-HEp-2). A progressiva evolução tecnológica e o uso 
do substrato de células HEp-2 proporcionaram maior sensibilidade ao teste, 
favorecendo a detecção de um espectro antigênico maior (Tan, 1982) e 
resultando em menor especificidade para diagnóstico de doenças reumáticas, 
uma vez que resultados positivos passaram a ser observados em diversos 
contextos clínicos, inclusive em alguns indivíduos sadios. A relação recíproca 
entre sensibilidade e especificidade é um fenômeno observado frequentemente 
em métodos laboratoriais (West, 1997). 
 O teste de ANA-HEp-2 fornece três tipos de informação: 1) a presença 
ou ausência de autoanticorpos; 2) a concentração do autoanticorpo no soro, 
representada pelo título, o qual corresponde à maior diluição do soro que ainda 
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resulta em reação positiva; e 3) o padrão de imunofluorescência, que, apesar 
de ainda ser pouco apreciado, é de grande relevância clínica. Este último pode 
auxiliar na adequada valorização de um teste positivo, pois alguns padrões 
guardam estreita relação com determinadas doenças autoimunes enquanto 
outros são encontrados com alguma frequência em indivíduos saudáveis (Mariz 
et al., 2011). 
 Conforme a localização celular do antígeno-alvo do autoanticorpo 
presente no soro do paciente, diversos padrões de FAN podem ser observados 
como, por exemplo, padrões nucleares, citoplasmáticos, nucleolares, ou 
mesmo padrões relacionados ao aparelho mitótico (Dellavance et al., 2003). A 
nomenclatura dos diferentes padrões tem sido estabelecida nas sucessivas 
edições do Consenso Nacional para Padronização de Laudos de FAN, 
realizados em Agosto de 2000, Setembro de 2002 e Março de 2007 em 
Goiânia (Universidade Católica de Goiás) (Dellavance et al.; 2002; 2003; 
2009a) (anexo 1). 
A pesquisa de autoanticorpos tem grande importância no auxílio 
diagnóstico, porém há diferença significativa na forma de detecção, por 
exemplo, por IFI ou por kits de ELISA (Emlen & O´Neill, 1997). Ao longo dos 
últimos 15 anos, alguns laboratórios de rotina passaram a utilizar o método 
imunoenzimático (ELISA) para detecção de autoanticorpos ao invés do FAN-
HEp-2 (Jaskowski et al., 1996). Entretanto, a maioria dos autores não 
considera esse método adequado, pois o ELISA de rastreamento não permite a 
caracterização do anticorpo em questão por utilizar como antígenos da reação 
extratos nucleares de células HEp-2 ou mesmo combinação de vários 
antígenos purificados, perdendo a informação da localização do antígeno 
obtida pela IFI (Andrade & Medeiros, 2001). Ademais, o método de 
rastreamento por ELISA pode perder alguns casos detectados no ensaio ANA-
HEp-2. Por esses motivos, este último é o teste preconizado pela comissão de 
autoanticorpos do ACR (Solomon et al., 2002). Independentemente do método 
utilizado, cabe frisar que o teste de ANA-HEp-2 para detecção de 
autoanticorpos deve ser solicitado e valorizado apenas dentro de um contexto 
clínico apropriado (Silva & Andrade, 2004). 
 Existem padrões que apresentam associação restrita a algumas 
doenças autoimunes, como o padrão nuclear homogêneo. Já outros padrões, 
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como o nuclear pontilhado fino denso (PFd), podem ser encontrados com 
frequência na rotina laboratorial, não tendo sido estabelecida uma correlação 
clínica relevante, sendo mais frequentemente detectados em indivíduos não 
portadores de doença autoimune (Dellavance, 2003; Dellavance et al., 2005; 
Mariz et al., 2011). Portanto, o ANA-HEp-2 permite, já na etapa de triagem, 
sugerir os possíveis AAc envolvidos. Nosso grupo tem tido oportunidade de 
identificar e descrever diversas associações relevantes de padrões de 
fluorescência no teste ANA-HEp-2 (Andrade et al., 1991; Andrade et al., 1996; 
Dellavance et al., 2005; Dellavance et al., 2009b; Mariz et al., 2011). 
No 3° Consenso Brasileiro para pesquisa de autoanticorpos em células 
HEp-2 (FAN) foi comunicado um novo padrão de fluorescência pelo nosso 
grupo. Tratava-se de um padrão nuclear pontilhado fino, com granulosidade 
aproximando-se da textura homogênea, com placa metafásica corada da 
mesma forma (figura 2), cuja associação clínica e identidade imunológica não 
havia sido ainda definida. Devido ao seu aspecto, foi denominado inicialmente 
padrão pontilhado fino tendendo a homogêneo, e depois, padrão Quasi-
homogêneo (padrão QH). Sua importância deriva do fato de que pode ser 
facilmente confundido com o padrão nuclear pontilhado fino denso e com o 
padrão nuclear homogêneo (Dellavance et al., 2009a). Ademais, este novo 
padrão tem sido observado em frequência significativa na rotina laboratorial. Os 
participantes do Consenso classificaram o novo padrão como provisório, 
recomendando a caracterização do mesmo. 
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Figura 2 – Novo padrão de fluorescência: Padrão Nuclear Quasi-homogêneo – Imagens 
obtidas com o kit comercial de células HEp-2 Bion (aumento de 400x). Em A temos a célula em 
intérfase possui uma marcação pontilhada fina, com uma textura suave tendendo a homogêneo 
(seta roxa). Célula em divisão (seta azul) possui a placa cromossômica corada com a mesma 
textura da marcação nuclear. E em B, temos em destaque o padrão QH. 
 
 
 
Portanto, o presente trabalho foi dedicado à caracterização imunológica 
do novo padrão nuclear Quasi-homogêneo (QH) à investigação do(s) 
antígeno(s) relacionado(s) e à busca de possíveis associações clínicas. 
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2 OBJETIVO GERAL 
Caracterizar imunologicamente e clinicamente o padrão denominado 
“padrão nuclear Quasi-homogêneo” (QH), observado com frequência 
significativa na rotina laboratorial do teste ANA-HEp-2. 
 
2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1- Verificar a reprodutibilidade do padrão QH em diferentes preparações de 
células HEp-2; 
2- Comparar o padrão QH com dois outros padrões já conhecidos: padrão 
nuclear pontilhado fino denso e padrão nuclear homogêneo; 
3- Determinar a amplitude de títulos com que se apresenta o padrão QH; 
4- Caracterizar o(s) antígeno(s) reconhecido(s) pelos soros que 
apresentam o padrão QH por ANA-HEp-2; 
5- Avaliar a presença de eventuais associações clínicas do padrão QH. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
O desenho metodológico do estudo consistiu em proceder, de forma 
comparativa, à análise de coleções de soros com o padrão QH e soros com 
padrões de IFI que possam assemelhar-se, ou emular, o padrão alvo do 
estudo, ou seja, o padrão QH. Para tanto, foram selecionadas amostras com os 
padrões nucleares QH, Homogêneo (Ho) e Pontilhado Fino Denso (PFd). Este 
procedimento teve por objetivo verificar se o padrão QH tem características 
distintas dos demais e que justifiquem a sua discriminação em relação aos 
demais.  
Este projeto foi analisado e aprovado (anexo 2) pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa da UNIFESP/EPM (CEP) n° 0672/08, juntamente com o termo de 
consentimento livre e esclarecido (TCLE – anexo 3), para os casos em que 
houvesse necessidade de sua aprovação. Amostras que foram colhidas por 
indicação clínica de pesquisa de autoanticorpos não necessitaram de 
preenchimento do TCLE, pois todos os testes executados referem-se à 
pesquisa de autoanticorpos. Ademais, todas as amostras foram codificadas de 
forma a não permitir a identificação do paciente à qual pertenciam. O projeto foi 
também cadastrado no Sistema Nacional de Ética em Pesquisa (SISNEP) e 
aprovado pelo Comitê de Ética do Laboratório Fleury Medicina e Saúde em 23 
de Maio de 2008. 
 
3.1 CASUÍSTICA 
Foram obtidas 60 amostras de soros apresentando o padrão QH, sendo 
cinco soros provenientes da rotina do Laboratório de Imuno-Reumatologia da 
UNIFESP e 55 soros da coleção de amostras encaminhadas pelo Setor de 
Pesquisa e Desenvolvimento do Laboratório Fleury Medicina e Saúde. Em 
paralelo, foram obtidas das mesmas fontes amostras de soros com os padrões 
nucleares PFd (n=30) e Ho (n=30). Esses dois grupos referem-se a padrões 
que se assemelham ao padrão QH. 
A seleção das amostras foi feita de forma aleatória, obedecendo aos 
critérios de haver quantidade suficiente de soro para os ensaios laboratoriais 
ulteriores e de serem reconhecidos como padrões QH, PFd e Ho, 
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respectivamente, de forma unânime por três leitores independentes e 
experientes.  
A leitura de todas as reações de IFI ao longo do estudo foi feita em 
microscópio de fluorescência (Olympus BX50) sob aumento de 400x e as 
imagens foram capturadas no microscópio de fluorescência (Carl Zeiss Axio 
Imager.M2) com o auxílio de uma câmera (AxioCam HRc). Para captura e 
análise, foi utilizado o programa Axio Vision LE V 4.8.2.0 e ImageJ. 
 
3.2 CARACTERIZAÇÃO IMUNOLÓGICA DO PADRÃO QH 
3.2.1 Reprodutibilidade do padrão QH em diferentes preparações de 
células HEp-2 
3.2.1.1 IFI em kit comercial ANA-HEp-2 Bion Enterprises Ltd. 
Soros identificados presuntivamente como padrões QH, Ho e PFd na 
rotina foram submetidos à confirmação pelo teste de ANA-HEp-2 em lâminas 
do kit comercial de células HEp-2 Bion (Bion Enterprises Ltd, Des Plaines, 
Illinois, USA). O teste foi realizado de acordo com o protocolo do kit. 
Resumidamente, os soros foram diluídos 1/80 no diluente do kit, 20µL dessas 
diluições foram aplicados aos diferentes poços das lâminas e as lâminas foram 
incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente (TA) entre 18º a 25ºC em 
câmara úmida. Após a incubação, as lâminas foram lavadas com PBS, com o 
auxílio de uma pisseta, e lavadas em PBS 2x 10 minutos em cuba de Coplin. A 
seguir 10µL do conjugado do kit (imunoglobulinas anti-humanas de carneiro 
marcadas com isotiocianato de fluoresceína, contendo 0,001% de azul de 
Evans, estabilizantes protéicos, menos que 0,1% de azida sódica e 0,001% de 
timerosal) foram aplicados a cada poço das lâminas, que foram novamente 
incubadas no escuro por 30 minutos nas mesmas condições já descritas. Após 
a incubação o processo de lavagem foi repetido e as lâminas foram montadas 
com glicerina tamponada do kit e submetidas à leitura por três leitores “cegos”, 
independentes e experientes. Apenas as amostras que tiveram interpretação 
semelhante pelos três leitores foram selecionadas. Essas amostras foram 
separadas em duas alíquotas, sendo a primeira para uso imediato e a segunda 
mantida a -20°C para uso posterior. Todos os soros positivos foram 
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processados por sucessiva diluição de razão dois, até a negativação, para 
determinação do título. 
Dos 60 soros QH selecionados, 38 foram testados em três diferentes kits 
comerciais de ANA-HEp-2 e 59 em lâminas de células HEp-2 in-house com 
diferentes fixações para estudo da reprodutibilidade do padrão apresentado. 
Uma amostra de soro Ho e uma de soro PFd foram sempre incluídas nos 
diferentes testes. Esta etapa buscou estabelecer o quanto o novo padrão QH é 
susceptível a detalhes no preparo e fixação do substrato celular em 
comparação com os demais padrões selecionados. Os outros kits comerciais 
de células HEp-2 utilizados foram os seguintes: Hemagen Diagnostics, Inc. 
(Columbia, Maryland, USA); INOVA Diagnostics, Inc. (San Diego, California, 
USA); e Euroimmun Medizinische Labordiagnostika AG (Lübeck, Germany). O 
critério de escolha para esses kits foi a sua reputação de boa qualidade e 
acessibilidade no mercado nacional e internacional. 
 
3.2.1.2 IFI em kit comercial ANA-HEp-2 Hemagen Diagnostics, Inc. 
Foram aplicados 20µL de cada amostra diluída 1/80 em PBS em pocinhos 
individuais das lâminas, que foram então incubadas por 30 minutos à TA em 
câmara úmida. Após a incubação as lâminas foram enxaguadas com PBS 
usando uma pisseta e em seguida mantidas sob agitação por sete minutos em 
um recipiente contendo PBS. Em seguida, o PBS foi trocado e as lâminas 
mantidas por mais oito minutos sob agitação. 
Após remoção do excesso de PBS com papel absorvente fornecido no kit, 
20µL do conjugado do kit (anticorpo de cabra anti-IgG humana inativado, 
marcado com isotiocianato de fluoresceína, contendo um corante de contraste) 
foram aplicados em cada pocinho das lâminas, que foram incubadas no escuro 
em câmara úmida por 30 minutos à TA. Após a incubação, as lâminas foram 
enxaguadas com PBS usando uma pisseta, e mantidas sob agitação em um 
recipiente contendo PBS por sete minutos. Em seguida, o PBS foi trocado e as 
lâminas mantidas por mais oito minutos sob agitação. As lâminas foram 
montadas com glicerina tamponada do kit e submetidas à leitura por três 
leitores “cegos”, independentes e experientes. 
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3.2.1.3 IFI em kit comercial ANA-HEp-2 INOVA Diagnostics, Inc. 
Foram aplicados 20µL de amostra diluída 1/80 em PBS em cada pocinho 
da lâmina. As lâminas foram incubadas por 30 minutos à TA em câmara úmida 
e enxaguadas com PBS usando uma pisseta. Após o enxague, as lâminas 
foram mergulhadas imediatamente em um recipiente contendo PBS por cinco 
minutos. Foram aplicados 25µL de conjugado do kit (IgG de cabra anti-Ig 
humana, marcada com isotiocianato de fluoresceína em tampão contendo azul 
de Evans e 0,09% de azida sódica) em cada pocinho da lâmina e incubados no 
escuro em câmara úmida por 30 minutos à TA. Após a incubação, foi tirado o 
excesso de conjugado dos pocinhos com PBS, com o auxílio de uma pisseta, 
sendo lavadas 2x por 10 minutos. As mesmas foram montadas com glicerina 
tamponada do kit e submetidas à leitura por três leitores “cegos”, 
independentes e experientes. 
 
3.2.1.4 IFI em kit comercial ANA-HEp-2 Euroimmun Medizinische 
Labordiagnostika AG 
Foram aplicados 25µL de cada amostra diluída 1/80 em PBS/Tween 0,2% 
em campos de reação separados na bandeja reagente, evitando bolhas de ar. 
As lâminas de Biochip foram encaixadas dentro de cada recesso 
correspondente da bandeja reagente, assegurando-se que nenhum soro tenha 
contato com outro e que todos eles incubem o mesmo período. 
As lâminas foram incubadas por 30 minutos à temperatura ambiente 
(entre 18ºC e 25ºC) e enxaguadas com PBS/Tween 0,2% usando uma pisseta. 
Após o enxague, as lâminas foram mantidas em um recipiente contendo 
PBS/Tween 0,2% por cinco minutos e sob agitação. 
Foram aplicados 25µL de conjugado do kit (anticorpo de cabra anti-IgG 
humana marcado com isotiocianato de fluoresceína) em cada campo da reação 
da bandeja reagente limpa. As lâminas foram retiradas do recipiente de 
lavagem e imediatamente encaixadas na bandeja contendo o conjugado. A 
incubação foi de 30 minutos em temperatura ambiente (entre 18°C e 25°C) sob 
o abrigo da luz. Após a incubação as lâminas foram enxaguadas com 
PBS/Tween 0,2% usando uma pisseta. Após o enxague, as lâminas foram 
mergulhadas imediatamente em um recipiente contendo PBS/Tween 0,2% por 
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cinco minutos sob agitação. As lâminas foram montadas com glicerina 
tamponada do kit e submetidas à leitura por três leitores “cegos”, 
independentes e experientes. 
 
3.2.1.5 IFI em lâminas de células HEp-2 in-house 
 Os soros foram também testados em lâminas preparadas no próprio 
laboratório (in-house) empregando dois métodos distintos de fixação. As 
células HEp-2 foram cultivadas em lâminas de vidro com fóveas circulares 
demarcadas por máscara hidrofóbica por 24h à 37°C em estufa com 5% de 
CO2 e foram fixadas com os seguintes protocolos: 
 - Metanol/Acetona: retirar o meio de cultura das lâminas e lavar com 
PBS. Fixar em metanol à -20°C por oito minutos e em seguida em acetona por 
dois minutos à -20°C. Deixar secar e armazenar a -70°C até o uso. 
 - Paraformaldeído 4% em PBS (anexo 4): retirar o meio de cultura das 
lâminas e lavar com PBS. Incubar com PFA 4% TA por 10 minutos, lavar três 
vezes em PBS por dois minutos. Se necessário, as lâminas podem ser 
mantidas na geladeira por 24 horas em PBS até o uso. Para uso, incubar com 
Triton X-100 0,2% em PBS por 10 minutos, lavar três vezes em PBS por cinco 
minutos e fazer a reação de IFI. 
A leitura das lâminas foi feita por três leitores independentes e com 
grande experiência. Resumidamente, os soros foram diluídos 1/80 em PBS, 
20µL das diluições foram distribuídos sobre orifícios individuais das lâminas 
com células HEp-2 previamente fixadas, e incubados por 30 minutos à 37°C 
em câmara úmida. Após a incubação, as lâminas foram lavadas duas vezes em 
PBS por 10 minutos e incubadas em câmara úmida à 37°C com anticorpo de 
cabra anti-Ig humana marcado com isotiocianato de fluoresceína por 30 
minutos, ao abrigo da luz. Após a incubação as lâminas foram lavadas 
novamente duas vezes em PBS por 10 minutos, montadas sob lamínula com 
glicerina tamponada, e mantidas a 4°C, no escuro, até a leitura ao microscópio 
de fluorescência. 
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3.2.1.6 Pesquisa de anticorpos antinúcleo usando imprint de fígado de 
camundongo 
A presença de anticorpos antinúcleo (ANA) foi testada em todos os soros 
QH, Ho e PFd também em lâminas de imprint de fígado de camundongo 
utilizado como substrato antigênico. Para a montagem dessas lâminas, o 
fígado de camundongo (Balb/c) fêmea de duas a três semanas foi retirado e 
lavado em solução salina, após seu sacrifício. O órgão foi fragmentado e os 
pequenos fragmentos foram pressionados (imprint) sobre a superfície de 
fóveas circulares de lâminas de microscopia revestidas por máscara 
hidrofóbica, limpas e desengorduradas, que foram em seguida armazenados a 
-20ºC até o uso. 
Para a reação as lâminas foram retiradas do freezer a -20°C, fixadas em 
acetona gelada (Merck KGaA, Alemanha) por 10 minutos, e em seguida secas 
ao ar ambiente. Foram então aplicados 10µL de amostra diluída 1/20 em PBS 
em cada pocinho da lâmina mantida em câmara úmida. As lâminas foram 
incubadas por 30 minutos a 37ºC e enxaguadas com PBS usando uma pisseta. 
Após o enxague, as lâminas foram mergulhadas imediatamente em um 
recipiente contendo PBS por 10 minutos duas vezes. O excesso de PBS foi 
removido com auxílio de papel filtro. Foram aplicados 10µL de conjugado 
FluoCon [antigamaglobulina G humana marcada com isotiocinato de 
fluoresceína (Wama Diagnóstica)] diluído 1/100 em azul de Evans + PBS (1/40) 
em cada pocinho da lâmina. As lâminas foram incubadas por 30 minutos à 
37ºC e enxaguadas com PBS usando uma pisseta. Após o enxague, as 
lâminas foram mergulhadas imediatamente em um recipiente contendo PBS 
por 10 minutos duas vezes. O excesso de PBS foi removido com auxílio de 
papel filtro. As lâminas foram montadas com glicerina tamponada e submetidas 
à leitura como descrito para as demais reações de imunofluorescência. Todos 
os soros positivos foram processados por sucessiva diluição de razão dois, até 
a negativação, para determinação do título. 
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3.2.2 Pesquisa de autoanticorpos associados ao padrão QH 
 Na tentativa de se comparar o espectro imunológico associado ao 
padrão QH com aquele associado aos padrões Ho e PFd, foi realizado o 
rastreamento de vários autoanticorpos clinicamente relevantes em todas as 
amostras dos padrões QH, Ho e PFd. 
 
3.2.2.1 Anticorpos anti-DNA nativo (a-dsDNA) 
 Anticorpos contra DNA nativo foram pesquisados em lâminas com 
Crithidia luciliae, um protozoário hemoflagelado, cujo cinetoplasto é um 
substrato altamente específico para detecção de anticorpos anti-DNA de dupla 
hélice ou DNA nativo (anti-dsDNA). O cinetoplasto está presente no interior 
desses protozoários flagelados da ordem Kinetoplastida, que inclui os gêneros 
Crithidia, Leishmania e Trypanosoma. Ele constitui uma região modificada 
dentro da única mitocôndria que esses organismos possuem e seu conteúdo é 
quase exclusivamente composto por DNA nativo (Aarden et al., 1975). As 
lâminas foram confeccionadas a partir de uma cultura de C. luciliae em meio 
FYTS (anexo 4) incubada a 28°C por 18 a 20 horas. A cultura foi centrifugada a 
2.000 rpm por 10 minutos, lavada três vezes com PBS e ressuspensa em 
solução de albumina sérica bovina (BSA) a 0,1% em água destilada. Após 10 
minutos, 10µL da suspensão foram aplicados sobre os orifícios das lâminas. 
Após 15 minutos o excesso da suspensão foi removido e as lâminas foram 
secas na estufa à 37°C, fixadas em etanol absoluto por 10 minutos e estocadas 
a -20°C por até um mês. Para a reação de IFI as lâminas foram retiradas do 
freezer, e mantidas em câmara úmida até atingir a temperatura ambiente. 
Foram aplicados 10µL de cada amostra de soro diluída 1/10 em PBS em 
pocinhos individuais das lâminas. As lâminas foram incubadas por 30 minutos à 
37ºC e enxaguadas com PBS usando uma pisseta. Após o enxague, as 
lâminas foram mantidas em um recipiente contendo PBS que foi trocado após 
10 minutos. A seguir, o excesso de PBS foi removido e as lâminas foram 
incubadas no escuro com 20µL de conjugado FluoCon [antigamaglobulina G 
humana marcada com isotiocinato de fluoresceína (Wama Diagnóstica)] diluído 
1/100 em PBS com azul de Evans (1/40) à 37ºC por 30 minutos. As lâminas 
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foram então lavadas com PBS, com o auxílio de uma pisseta, e mantidas em 
um recipiente contendo PBS que foi trocado após 10 minutos. O excesso de 
PBS foi removido e as lâminas foram montadas com glicerina tamponada e 
submetidas à leitura em microscópio de fluorescência (Olympus BX-50). Todos 
os soros positivos foram processados por sucessiva diluição de razão dois, até 
a negativação, para determinação do título. 
 
3.2.2.2 Fator Reumatóide (FR) 
Para identificação da presença de fator reumatóide, foi realizado o teste 
de aglutinação com partículas de látex revestidas com IgG humana agregada. 
Para triagem, 20µL do soro inativado por 30 minutos à 56ºC foram misturados 
com 20µL de suspensão de látex reagente (RapiTex® - RF - Siemens) em uma 
placa de aglutinação e homogeneizados por dois minutos. As amostras 
positivas foram tituladas nas seguintes diluições em PBS: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 
1/32 e 1/64. A correspondência entre diluições e unidades internacionais de 
fator reumatóide pode ser observada na tabela 1, de acordo com os dados 
fornecidos pelo fabricante. 
 
Tabela 1 - Diluições e valores de respectivas unidades obtidos na reação do látex para 
pesquisa do fator reumatóide. 
 
 
3.2.2.3 Anticorpos contra antígenos nucleares extraíveis (a-ENA) 
A pesquisa dos anticorpos contra antígenos nucleares extraíveis (anti-SS-
A/Ro, SS-B/La, anti-RNP, anti-Sm, anti-Jo-1 e anti-Scl70) foi feita por 
imunodifusão dupla (Ouchternoly, 1958). Em uma lâmina de vidro coberta com 
gel de agarose (0,4%) foram feitos dois conjuntos de sete orifícios, sendo um 
central e seis ao redor, conforme o esquema da figura 3. No orifício central 
Diluição da amostra UI/mL 
1/2 Negativo 
1/4 80 
1/8 160 
1/16 320 
1/32 640 
1/64 1280 
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foram pipetados 20µL de extrato de baço de vitelo (in-house) ou extrato de timo 
de coelho (Peel-Freeze) e nos orifícios circundantes, 20µL dos soros dos 
pacientes para triagem. 
 
 
Figura 3 – Esquema de lâmina de agarose para o ensaio de imunodifusão dupla. 
 
 Após 24 horas foi realizada uma primeira leitura e repetida a cada 24 
horas por mais duas vezes (48 e 72 horas) para observação do 
desenvolvimento de linhas de precipitação (figura 4). 
 
 
 
Figura 4 – Esquema de formação de linha de precipitação pelo soro do paciente X na triagem 
de anticorpos anti-ENA por imunodifusão. 
 
Os soros positivos na triagem foram encaminhados para a fase de 
identificação para a observação de formação de linhas de identidade (figura 5). 
 Na lâmina é feita a seguinte distribuição: 
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1. No orifício central é aplicado o extrato de baço de vitelo e nas posições 
superiores e inferiores, são aplicados os seguintes soros padrões: anti-SS-
A/Ro, anti-SS-B/La, anti-RNP, anti-Sm. 
2. Alternativamente, no orifício central é aplicado o extrato de timo de 
coelho e na posição superior e inferior são aplicados os soros padrões anti-Jo-
1 e anti-Scl-70, respectivamente. 
Linhas de precipitação se formarão em decorrência dos soros controle 
utilizados. Se o soro do paciente em estudo for reativo para algum desses 
antígenos, haverá união harmônica da linha do paciente com a do controle, 
formando um padrão de identidade. 
 
 
Figura 5 – Esquema de identificação do autoanticorpo observado na triagem com formação de 
padrão de identidade entre as linhas referentes ao soro anti-SS-A/Ro padrão e ao soro do 
paciente X. 
 
3.2.2.4  Anticorpos anticardiolipina (aCL) 
Anticorpos anticardiolipina foram pesquisados por teste imunoenzimático 
(ELISA) desenvolvido in-house empregando placas (Nunc) revestidas com 
cardiolipina obtida de coração bovino (Sigma-Aldric Inc, St Louis, USA) 
conforme técnica padronizada em nosso laboratório (adaptada de Gharavi & 
Lockshin, 2002), empregando padrões internacionais para realização da curva 
de calibração (Calibrators for the IgG and IgM Anticardiolipin ELISA - Louisville 
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Apl Diagnostics, Inc. - Doraville, GA, USA). Resumidamente, a cardiolipina foi 
diluída para a concentração de 50µg/mL em etanol gelado, mantido em banho 
de gelo. Um volume de 50µL da solução foi distribuído em cada cavidade e as 
placas foram mantidas a 4°C até a total evaporação do solvente (24h). A 
seguir, um volume de 65µL de solução de bloqueio [Soro Bovino Adulto (SBA) 
10% em PBS] foi distribuído em cada cavidade das placas, que foram 
incubadas por uma hora à temperatura ambiente. Em seguida as placas foram 
lavadas três vezes com PBS gelado (90µL/poço), por cinco minutos cada vez. 
Após a última lavagem as placas foram invertidas sobre papel absorvente para 
retirar o excesso de PBS. Para o ensaio imunológico, as amostras de soro 
foram diluídas 1/50 em SBA-PBS 10%. Um volume de 50µL das diluições dos 
soros padrão e das amostras foi distribuído em duplicata nos orifícios das 
placas. As placas foram incubadas a 4°C overnight e a seguir lavadas três 
vezes com PBS gelado (90µL) por cinco minutos cada vez. Após a última 
lavagem as placas foram invertidas sobre papel absorvente. Um volume de 
50µL dos conjugados anti-IgG e anti-IgM, marcados com fosfatase alcalina, 
diluídos 1/4.000 e 1/5.000 respectivamente em SBA-PBS 10%, foram 
distribuídos em cada orifício e as placas foram incubadas por 90 minutos a 
22°C. As placas foram lavadas três vezes com PBS gelado (90µL) por cinco 
minutos cada vez, e invertidas sobre papel absorvente. Um volume de 50µL de 
substrato cromogênico [p-nitrofenilfosfato de sódio 1mg/mL em tampão do 
substrato (anexo 4)] preparado na hora do uso, foi pipetado em cada orifício e 
as placas foram incubadas até que a densidade óptica (OD) do padrão de 
maior valor de unidades GPL ou MPL da curva de calibração atingisse entre 
1.000 e 1.200 (em média 30 minutos à 22°C) conforme leitura a 405nm 
realizada em espectrofotômetro (Labsystems Multiskan MS). 
 
3.2.2.5 Anticorpos antinucleossomo (a-NCS) 
A presença de autoanticorpos contra nucleossomos foi investigada pelo 
método imunoenzimático ELISA empregando o kit Quanta LiteTM Chromatin 
ELISA (INOVA Diagnostics, Inc. - San Diego, CA - USA) de acordo com as 
instruções do fabricante. Resumidamente, os soros foram diluídos no diluente 
do kit e aplicados em duplicata juntamente com os controles pré-diluídos do kit 
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e as placas foram incubadas por 30 minutos. Após lavagem, foi adicionado o 
conjugado HRP anti-IgG do kit e a placa foi incubada por 30 minutos ao abrigo 
da luz. A placa foi novamente lavada, o substrato cromogênico do kit foi 
adicionado e a placa foi incubada novamente por 30 minutos ao abrigo da luz. 
Após adição da solução de parada foi realizada a leitura a 450nm com correção 
a 620nm de acordo com as instruções do kit. Foram considerados negativos os 
soros com menos de 20U/mL, moderadamente positivos aqueles que 
apresentaram entre 20 e 60U/mL e positivos os soros com mais de 60U/mL. 
 
3.2.2.6 Anticorpos anti-Histona (a-His) 
 A presença de autoanticorpos contra histona foi investigada pelo método 
imunoenzimático ELISA empregando o kit Orgentec Diagnostika (GmbH - 
Mainz - Germany) de acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, 
os soros foram diluídos no diluente do kit e aplicados em duplicata juntamente 
com os controles e os calibradores prontos para uso do kit e as placas foram 
incubadas por 30 minutos. Após a lavagem, foi adicionado o conjugado 
enzimático IgG do kit e a placa foi incubada por 15 minutos. A placa foi 
novamente lavada, o substrato do kit foi adicionado e a placa foi incubada 
novamente por 15 minutos ao abrigo da luz. Após adição da solução de parada 
foi realizada a leitura a 450nm com correção a 620nm de acordo com as 
instruções do kit. Foram considerados positivos os soros com mais de 40U/mL. 
                                                                                                                                                                                                              
3.2.3 Western blot (WB) 
 Para a determinação da(s) proteína(s) reconhecida(s) pelos soros 
associados ao padrão QH, foi empregada a técnica de WB. Resumidamente, 
extratos protéicos totais de células MOLT-4 foram submetidos a eletroforese 
em gel de poliacrilamida a 10% sob condições desnaturantes (SDS-PAGE). A 
preparação do extrato, do gel, das amostras e as condições de corrida estão 
descritas no anexo 4. Após a corrida, foi feita a transferência para membranas 
de nitrocelulose de 0,22µm (Bio-Rad) a uma voltagem de 100v overnight. A 
membrana foi então corada com Ponceau 0,5% em ácido acético 1% (v/v) para 
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visualização das bandas e descorada em água destilada. Em seguida, a 
membrana foi bloqueada com solução de bloqueio (PBS, leite desnatado 5%, 
Tween-20 0,05%) por duas horas, seca e cortada em tiras que foram mantidas 
a -20°C e usadas como substrato para imunodetecção posterior. 
Para imunodetecção cada tira foi inicialmente incubada em solução de 
bloqueio (leite desnatado 5% em PBS) por uma hora, lavada por 10 minutos 
duas vezes em PBS e incubada com uma amostra de soro diluído 1/50 em 
solução de bloqueio por 1h sob agitação. As tiras foram então extensivamente 
lavadas com PBS e incubadas por 1h sob agitação com soro de cabra anti-IgG 
humana marcado com peroxidase (Bio-Rad) diluído conforme titulação 
recomendada pelo fabricante (1/1500). A revelação foi feita utilizando-se 4-
cloro-naftol (Pierce) e perhidrol. Após o surgimento das bandas as tiras foram 
lavadas em água destilada, secas à TA, fotografadas e armazenadas. 
 
3.3 EMULAÇÃO ARTIFICIAL DO PADRÃO QH 
Uma de nossas hipóteses para o padrão QH é que o mesmo seria 
ocasionado pela presença concomitante de um conjunto de autoanticorpos 
conhecidos. Ou seja, o padrão QH seria resultante da composição de diversos 
autoanticorpos presentes na amostra, por exemplo, anti-dsDNA e anti-SS-
A/Ro. Assim, foram realizadas algumas análises em paralelo, na tentativa de 
criar um padrão QH artificial, misturando-se diferentes proporções de soros 
com padrões distintos do QH. Uma das tentativas realizadas envolveu a 
associação de dois soros, um com padrão Ho [título >1/1280, a-dsDNA 
negativo, a-ENA (Ro, La, RNP e Sm) negativo, a-cardiolipina (IgG e IgM) 
negativa], e outro com padrão PF [título 1/1280 com placa metafásica negativa, 
anti-ENA (Ro, La, RNP e Sm) negativo e anti-Scl-70 negativo, FR negativo]. 
Estes soros foram misturados em diferentes proporções, gerando um conjunto 
de amostras artificiais. As amostras artificiais geradas foram processadas no 
ensaio de ANA-HEp-2 com o kit comercial Bion, como descrito anteriormente, e 
avaliadas pelos mesmos três leitores “cegos”, independentes e experientes. 
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3.4 PESQUISA DE POSSÍVEL ASSOCIAÇÃO CLÍNICA DOS INDIVÍDUOS COM O PADRÃO 
QH 
 Paralelamente às análises laboratoriais realizadas, foram pesquisadas 
as possíveis associações clínicas dos três padrões nucleares em estudo. 
Essas informações foram coletadas de duas fontes diferentes: prontuários 
médicos dos pacientes acompanhados no ambulatório de Doenças Reumáticas 
Autoimunes e cujos soros estavam disponíveis no Laboratório de Imuno-
Reumatologia da UNIFESP; e por meio de entrevistas por telefone com os 
clínicos assistentes dos pacientes cujos soros foram provenientes do Setor de 
Pesquisa e Desenvolvimento do Laboratório Fleury Medicina e Saúde. 
 
3.5  ANÁLISE ESTATÍSTICA 
   Para análise estatística utilizamos o programa SPSS Statistics 
(Statistical Package for Social Sciences) 17.0 e Minitab Statistical 16. As 
comparações de variáveis categóricas foram feitas pelo teste do Qui-quadrado 
ou teste exato de Fisher, este último quando houvesse frequência categórica 
inferior a cinco. As variáveis contínuas foram analisadas pelos testes de 
ANOVA para as variáveis com distribuição normal, ou Kruskall-Wallis (três ou 
mais grupos) e Mann-Whitney (comparações dois a dois) para as variáveis sem 
distribuição normal. O valor de p menor do que 0,05 foi considerado 
significante. 
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4 RESULTADOS 
4.1 DADOS DEMOGRÁFICOS 
Do total de 60 indivíduos que forneceram as amostras de soro com 
padrão QH, 55 (91,7%) eram do gênero feminino e cinco (8,3%) do gênero 
masculino, com uma faixa etária variando de 12 a 80 anos, com média de 40,0 
anos e desvio-padrão de 16,2 anos. Nos soros PFd, no total de 30 amostras, 
22 (73,3%) eram do gênero feminino e oito (26,7%) do gênero masculino, com 
uma faixa etária variando de 16 a 65 anos, com média 37,2 anos e desvio-
padrão de 12,5 anos. Nos soros Ho, no total de 30 amostras, 27 (90,0%) eram 
do gênero feminino e três (10,0%) do gênero masculino, com uma faixa etária 
variando de 01 a 69 anos, com média de 34,7 anos e desvio-padrão de 16,1 
anos (tabela 2). Comparando os grupos entre si, houve uma diferença entre os 
três grupos quanto ao gênero (p=0,044). Observamos que no grupo dos soros 
PFd houve uma proporção discretamente maior do gênero masculino que no 
grupo QH (gráfico 1; teste qui-quadrado, p = 0,044). 
 
 
Tabela 2 - Dados demográficos gerais relativos às coleções de soro com os padrões ANA-
HEp-2 estudados. 
 
 Gênero Idade 
Padrão (n) Feminino Masculino Dispersão Média Desvio-padrão 
 n % n %    
QH (n=60) 55 91,7 05 8,3 12-80 40,0 16,2 
PFd (n=30) 22 73,3 08 26,7 16-65 37,2 12,5 
Ho (n=30) 27 90,0 03 10,0 01-69 34,7 16,1 
(*p=0,044) 
 
* 
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Gráfico 1 - Distribuição por gênero dos pacientes cujos soros pertenciam às sorotecas QH, 
PFd e Ho. 
 
 
Não encontramos diferenças significativas nas médias de idade entre os 
três grupos avaliados (teste ANOVA, p = 0,296) (gráfico 2). 
 
HoPFdQH
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0
Grupo
Id
a
d
e
 (
a
n
o
s
)
 
 
Gráfico 2 - Boxplot da distribuição por idade dos pacientes cujos soros pertenciam às 
sorotecas QH, PFd e Ho (p=0,296). 
*p=0,044
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4.2 CARACTERIZAÇÃO IMUNOLÓGICA DO PADRÃO QH 
4.2.1 Robustez e reprodutibilidade do padrão QH de imunofluorescência 
indireta (IFI) em células HEp-2 
Conforme explicado em Material e Métodos, após confirmação dos 
padrões QH, Ho e PFd nas lâminas no kit comercial de células HEp-2 Bion, 38 
soros QH foram testados nos diferentes kits. Em todas as marcas de lâminas 
foi possível reconhecer o padrão QH. No entanto, houve considerável variação 
na porcentagem de soros QH que reproduziram o padrão QH nas diferentes 
lâminas. De acordo com nossos resultados o padrão QH foi reproduzido por 
todas as amostras nas lâminas do kit Bion 38/38 (100%), reproduzido por 
minoria das amostras nas lâminas do kit Hemagen 04/38 (10,52%) e 
Euroimmun 07/38 (18,72%), e satisfatoriamente reproduzido nas lâminas do kit 
INOVA 24/38 (63,15%) (figura 6, 7, 8 e 9). Portanto, houve diferença 
significativa na frequência com que o padrão QH foi reproduzido nos diferentes 
kits empregados (teste qui-quadrado com p<0,001). O kit INOVA foi o que mais 
se aproximou do kit Bion, com uma frequência significativamente maior do que 
nos demais (teste qui-quadrado com p<0,0001 para ambas as comparações), 
não havendo diferença significativa entre os kits Hemagen e Euroimmun 
(0,512) (gráfico 3). Este resultado indica claramente que o grupo selecionado 
como QH pela perspectiva da lâmina Bion apresenta heterogeneidade, 
evidenciada por seu comportamento frente as diferenças antigênicas existentes 
nas diferentes marcas de lâminas HEp-2 (tabela 3). 
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Figura 6 - Imunofluorescência indireta em células HEp-2 com soros de padrões (A) QH, (B) 
PFd e (C) Ho, diluídos 1/80 reproduzidos em lâminas do kit comercial Bion (aumento de 400x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 - Imunofluorescência indireta em células HEp-2 com soros de padrões (A) QH, (B) 
PFd e (C) Ho, diluídos 1/80 reproduzidos em lâminas do kit comercial Hemagen (aumento de 
400x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8 - Imunofluorescência indireta em células HEp-2 com soros de padrões (A) QH, (B) 
PFd e (C) Ho, diluídos 1/80 reproduzidos em lâminas do kit comercial INOVA (aumento de 
400x). 
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Figura 9 - Imunofluorescência indireta em células HEp-2 com soros de padrões (A) QH, (B) 
PFd e (C) Ho, diluídos 1/80 reproduzidos em lâminas do kit comercial Euroimmun (aumento de 
400x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 3 – Frequência de reconhecimento do padrão QH em diferentes kits de células HEp-2. 
 
 
 
 
 
 
 
*p<0,0001
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Tabela 3 – Distribuição das amostras QH de acordo com os padrões ANA-HEp-2 observados 
nos diferentes kits comerciais de células HEp-2. 
 
Padrão 
observado 
Diferentes kits comerciais 
Bion Hemagen Inova Euroimmun 
 n % n % n % n % 
QH 38 100 4 10,52 24 63,15 7 18,42 
Ho 0 0 2 5,26 7 18,42 0 0 
PF 0 0 23 60,52 2 5,26 17 44,73 
PFpl 0 0 8 21,05 5 13,15 1 2,63 
Negativo 0 0 1 2,63 0 0 13 34,21 
 
QH – padrão nuclear Quasi-homogêneo; Ho – padrão nuclear Homogêneo; PF – padrão 
nuclear Pontilhado Fino; PFpl – padrão nuclear Pontilhado Fino com placa cromossômica 
corada; Negativo – não reagente. 
 
4.2.2 Efeito do tipo de fixação da célula HEp-2 sobre o reconhecimento 
do padrão QH 
Nas lâminas in-house, com a fixação metanol/acetona, obtivemos 
reprodutibilidade do padrão QH em 32/59 (54,23%) amostras, enquanto que 
com a fixação paraformaldeído (PFA) 4%, a reprodutibilidade ocorreu em 48/59 
(81,35%) amostras (figuras 10 e 11), uma proporção significativamente maior 
que com a fixação metanol/acetona (p = 0,001) (gráfico 4). Vinte e seis 
amostras (44,1%) reproduziram o padrão QH em ambas as fixações e cinco 
amostras (8,47%) não reproduziram o padrão QH nas duas fixações (gráfico 5 
e 6). As amostras QH que não reproduziram o padrão QH apresentaram 
principalmente o padrão pontilhado fino simples ou não apresentaram 
reatividade (negativas), como pode ser apreciado no gráfico 7 e tabela 4. 
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Figura 10 - Imunofluorescência indireta em células HEp-2 com soros de padrões (A) QH, (B) 
PFd e (C) Ho, diluídos 1/80 reproduzidos em lâminas in-house fixadas em metanol/acetona 
(aumento de 400x). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11 - Imunofluorescência indireta em células HEp-2 com soros de padrões (A) QH, (B) 
PFd e (C) Ho diluídos 1/80 reproduzidos em lâminas in-house fixadas em PFA 4% (aumento de 
400x). 
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Gráfico 4 – Distribuição das amostras QH de acordo com a reprodutibilidade do padrão QH em 
células HEp-2 fixadas in-house em metanol/acetona ou paraformaldeído (PFA) 4%. 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 5 – Diagrama de Venn discriminando a frequência de amostras QH conforme sua 
capacidade de reproduzir o padrão QH em cada uma as fixações. Seis amostras reproduziram 
QH apenas na fixação Metanol/Acetona, 22 apenas na fixação Paraformaldeído (PFA) 4%, 
enquanto que 26 amostras reproduziram QH em comum, em ambas as fixações. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 6 – Diagrama de Venn discriminando a frequência de amostras QH que não lograram 
reproduzir o padrão QH em cada uma das fixações. . Vinte e duas amostras não reproduziram 
QH apenas na fixação Metanol/Acetona, 6 apenas na fixação Paraformaldeído (PFA) 4%, 
enquanto que 5 amostras não reproduziram QH em comum, em ambas as fixações. 
 
 
*p=0,001
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Gráfico 7 – Distribuição das amostras QH de acordo com os padrões ANA-HEp-2 vistos em 
diferentes fixações in-house das células HEp-2. QH – padrão nuclear Quasi-homogêneo; PF – 
padrão nuclear Pontilhado Fino; PFpl – padrão nuclear Pontilhado Fino com placa 
cromossômica corada; Negativo – não reagente. 
 
 
Tabela 4 – Distribuição das amostras QH de acordo com os padrões ANA-HEp-2 observados 
nas diferentes fixações in-house das células HEp-2. 
 
Padrão observado 
Método de fixação  
Metanol/Acetona (n=59) Paraformaldeído 4% (n=59) 
 n % n % 
QH 32 54,24 48 81,36 
PF 8 13,56 3 5,08 
PFpl 1 1,69 1 1,69 
Negativo 18 30,51 7 11,86 
 
QH – padrão nuclear Quasi-homogêneo; PF – padrão nuclear Pontilhado Fino; PFpl – padrão 
nuclear Pontilhado Fino com placa cromossômica corada; Negativo – não reagente. 
 
4.2.3 Determinação semiquantitativa dos níveis séricos de anticorpos 
associados ao padrão QH 
Todos os soros QH, PFd e Ho foram titulados até negativação (tabela 5). 
Por análise de correspondência, verificamos que o padrão Ho está relacionado 
com títulos 1/10240 e > 1/10240, e os padrões QH e PFd com título 1/640, não 
havendo diferenças significativas nas proporções de títulos entre estes dois 
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últimos padrões. Assim, títulos iguais ou menores que 1/640 ocorreram em 48 
(80%) dos soros QH, 23 (76,7%) das amostras PFd, e em nenhuma das 
amostras Ho. Não houve diferença significante entre os níveis séricos dos 
autoanticorpos associados aos padrões QH e PFd (p=0,786), porém ambos se 
diferiram do padrão Ho (p<0,0001). Em contrapartida, títulos iguais ou maiores 
a 1/1280 ocorreram em oito (13,4%) dos soros QH, cinco (16,7%) das amostras 
PFd, e em todas as amostras Ho (100%). Esses resultados indicam que o 
padrão Ho está associado a autoanticorpos em níveis séricos mais altos que os 
outros dois padrões (p<0,0001). 
 
Tabela 5 - Distribuição das amostras com padrão QH, Ho e PFd de acordo com o título de 
reatividade no ensaio ANA-HEp-2. 
 
Título Padrão de IFI QH (n=60) PFd (n=30) Ho (n=30) 
 n % n % n % 
1/160 1 1,7 0 0,0 0 0,0 
1/320 14 23,3 3 10,0 0 0,0 
1/640 33 55,0 20 66,7 0 0,0 
1/1280 4 6,7 2 6,7 0 0,0 
1/2560 4 6,7 2 6,7 4 13,3 
1/5120 3 5,0 3 10,0 3 10,0 
1/10240 1 1,7 0 0,0 14 46,7 
>1/10240 0 0,0 0 0,0 9 30,0 
 
4.2.4 Imunofluorescência indireta em imprint de fígado de camundongo 
Houve reatividade contra hepatócitos de camundongo em 20 (33,3%) das 
60 amostras QH, em oito (26,7%) das 30 amostras PFd, e em todas (100%) as 
30 amostras Ho (gráfico 8 e figura 12). Os três grupos, QH, Ho e PFd diferiram 
quanto à reatividade em lâminas de imprint de fígado de camundongo (teste 
qui-quadrado com p<0,001). Verificando qual grupo diferiu dos demais, 
encontramos que no grupo Ho obtivemos uma proporção significativamente 
maior de amostras reagentes do que no grupo QH (teste exato de Fisher com 
p<0,001) e no grupo PFd (teste exato de Fisher com p<0,001). Os padrões de 
reatividade no ensaio de imprint podem ser apreciados na tabela 6. 
Curiosamente, embora a maioria das amostras Ho e QH tenha apresentado 
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padrão homogêneo na imunofluorescência indireta em imprint, houve duas e 
sete, respectivamente, que apresentaram o padrão pontilhado fino ao imprint. 
Também chamou atenção o fato de que seis das amostras PFd apresentaram 
padrão homogêneo ao imprint. 
 
 
 
Gráfico 8 – Distribuição das amostras Ho, PFd e QH de acordo com a presença de reatividade 
ao imprint de fígado de camundongo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12 – Amostra QH diluída 1/40 em reação de imunofluorescência indireta em lâminas de 
imprint in-house de fígado de camundongo, apresentando o padrão Ho (aumento de 400x). 
 
*p<0,001
 
*p<0,001
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Tabela 6 - Distribuição das amostras QH, PFd e Ho de acordo com o padrão visto na reação de 
imunofluorescência indireta em imprint de fígado de camundongo. 
 
Padrão 
Amostras testadas em imprint de fígado de camundongo 
QH (n=60) PFd (n=30) Ho (n=30) 
 n % n % n % 
Negativo 40 66,67 22 73,33 0 0 
Ho 13 21,67 6 20,0 28 93,33 
PF 7  11,66 2  6,67 2  6,67 
 
Negativo – não reagente; Ho – padrão nuclear Homogêneo; PF – padrão nuclear Pontilhado 
Fino. 
 
 
Encontramos diferenças significativas entre os grupos nas proporções de 
títulos das reações em imprint de fígado de camundongo (teste qui-quadrado 
com p=0,022). Fazendo análise de correspondência, encontramos que o grupo 
QH mostrou-se preferencialmente relacionado ao título 1/320, o grupo PFd 
relacionou-se preferencialmente ao título 1/80 e o grupo Ho esteve 
preferencialmente relacionado a títulos 1/640 e >1/2560 (tabela 7). 
 
 
Tabela 7 - Distribuição das amostras com padrão QH, PFd e Ho de acordo com o título de 
reatividade no ensaio de detecção de ANA em imprint de fígado de camundongos. 
 
Título Amostras testadas em imprint de fígado de camundongo QH (n=60) PFd (n=30) Ho (n=30) 
 n % n % n % 
Não reagente 40 66,7 22 73,3 0 0,0 
1/40 0 0,0 0 0,0 1 3,3 
1/80 3 5,0 3 10,0 0 0,0 
1/160 3 5,0 1 3,3 2 6,7 
1/320 4 6,7 0 0,0 0 0,0 
1/640 3 5,0 0 0,0 9 30,0 
1/1280 1 1,7 1 3,3 4 13,3 
1/2560 6 10,0 3 10,0 10 33,3 
>1/2560 0 0,0 0 0,0 4 13,3 
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4.2.5 Pesquisa de autoanticorpos associados ao padrão QH 
4.2.5.1 Anticorpos anti-DNA nativo (a-dsDNA) 
 Nas 60 amostras QH testadas para presença de anticorpos anti-dsDNA 
todas foram negativas. Com relação às amostras dos outros padrões, 
observamos que todas as 30 amostras PFd foram também negativas e 11 das 
30 amostras Ho (36,7%), foram positivas (figura 13). A frequência de anticorpos 
anti-dsDNA nos diferentes grupos encontra-se no gráfico 9. Os grupos diferiram 
quanto à proporção de amostras positivas (teste qui-quadrado com p<0,001), 
sendo que o grupo Ho apresentou uma proporção de positivos 
significativamente maior que o grupo QH e o grupo PFd (teste exato de Fisher 
com p<0,0001 e p=0,0003, respectivamente). Na titulação dos soros positivos 
(gráfico 10) foram observados nos 11 soros positivos no grupo Ho, os títulos, 
1/40, 1/80, 1/320, 1/1280 e > 1/1280, foram observado em duas amostras cada 
(18,7%) e apenas 1 amostra (9,4%) apresentou título 1/160, não havendo 
predominância de nenhum título em particular (teste de aderência qui-quadrado 
com p = 0,994). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13 – Soro Ho diluído 1:20 em reação de imunofluorescência indireta em lâmina de C. 
luciliae in-house mostrando anticorpos anti-dsDNA (aumento de 400x). 
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Gráfico 9 – Distribuição das amostras QH, PFd e Ho de acordo com a presença de anticorpos 
anti-dsDNA em reação de imunofluorescência indireta em Crithidia luciliae. 
 
 
Gráfico 10 – Distribuição das amostras QH, PFd e Ho (padrão ANA-HEp-2 homogêneo) de 
acordo com o título da reação para anticorpos a-DNA nativo por imunofluorescência indireta em 
Crithidia luciliae. 
*p<0,0001
 
**p=0,0003
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4.2.5.2 Fator Reumatóide (FR) 
Das 60 amostras QH analisados, apenas cinco amostras (8,3%) 
apresentaram positividade para FR (80, 320, 320, 640 e 640 UI/mL, 
respectivamente). Entre os 30 soros PFd, nenhum apresentou reatividade de 
FR. Entre os 30 soros Ho, apenas uma amostra (3,3%) apresentou positividade 
para FR (160UI/mL). Comparando a proporção de positivos entre os três 
grupos, não encontramos diferenças significativas entre os mesmos (teste qui-
quadrado com p=0,206) (gráfico 11). 
 
 
Gráfico 11 - Distribuição das amostras QH, PFd e Ho de acordo com a presença de fator 
reumatóide (*p=0,206). 
 
 
4.2.5.3 Anticorpos contra antígenos nucleares extraíveis (ENA) 
Das 60 amostras QH testados, apenas três (5,0%) apresentaram 
positividade para a-ENA, todas as três positivas para SS-A/Ro. Todas as 60 
amostras foram negativas para anticorpos contra SS-B/La, RNP, Sm, Jo-1 e 
Scl-70. Nenhuma das 30 amostras PFd testadas apresentou anticorpos anti-
ENA. Entre as 30 amostras Ho testadas, seis (20,0%) foram positivas para anti-
SS-A/Ro, uma (3,3%) positiva para anti-RNP/anti-Sm e nenhuma apresentou 
anticorpos contra SS-B/La, Jo-1 e Scl-70. A positividade para anticorpos anti-
França, NR____________________________________________________Resultados 
42 
 
SS-A/Ro nos diferentes grupos pode ser vista no gráfico 12. Entre os 
anticorpos anti-ENA testados, verificamos que os grupos diferiram quanto à 
presença do anticorpo anti-SS-A/Ro (teste qui-quadrado com p = 0,008). 
Analisando os grupos dois a dois, o grupo Ho apresentou proporção 
significativamente maior de amostras positivas para anti-SS-A/Ro que o grupo 
PFd (teste exato de Fisher com p = 0,031). O grupo QH não diferiu dos outros 
dois grupos, Ho (p=0,062) e PFd (p=0,532). 
Reatividade contra pelo menos um antígeno nuclear extraível foi 
observada em três (5,0%) das amostras QH, sete (23,3%) das amostras Ho e 
em nenhuma das amostras PFd. Portanto, houve maior frequência de 
reatividade anti-ENA nas amostras Ho em relação às amostras QH (p=0,024) e 
PFd (p=0,016), não havendo diferença significante entre as amostras QH e PFd 
(p=0,532). 
 
  
Gráfico 12 - Distribuição das amostras QH, PFd e Ho de acordo com a presença de anticorpos 
anti-SS-A/Ro. 
 
4.2.5.4 Anticorpos anticardiolipina (aCL) 
No ensaio para anticorpos anticardiolipina feito nas 60 amostras QH 
encontramos duas amostras (3,3%) positivas para anticorpos anticardiolipina 
da classe IgG (42 e 49GPL) e 10 positivas (16,7%) para anticorpos da classe 
*p=0,031
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IgM (10, 12, 13, 24, 27, 28, 32, 41, 43 e 51 MPL). Nos 30 soros com o padrão 
PFd, duas amostras (6,7%) foram positivas para IgG (21 e 24 GPL) e cinco 
positivas (16,7%) para IgM (18, 22, 25, 26 e 93 MPL). Nas 30 amostras Ho 
tivemos seis positivas (20,0%) para IgG (20, 20, 21, 30, 88 e 98 GPL) e seis 
positivas (20,0%) para IgM (11, 20, 30, 42, 62 e 78 MPL). A frequência de 
positividade para anticorpos anticardiolipina nas amostras de diferentes 
padrões pode ser vista nos gráficos 13 e 14. Comparando as proporções de 
positivos para IgG, encontramos diferenças significativas entre os grupos (teste 
qui-quadrado com p = 0,024). Essa diferença se deve à maior proporção de 
positivos no grupo Ho em comparação com o grupo QH (teste exato de Fisher 
com p = 0,015). Não houve diferença nas proporções de soros positivos para 
IgM, entre os grupos (teste qui-quadrado com p = 0,917).  
Analisando agora a magnitude dos valores positivos, não encontramos 
diferenças entre os grupos nem para anticorpos da classe IgG, (teste de 
Kruskal-Wallis com p = 0,530) nem para os da classe IgM, (teste de Kruskal-
Wallis com p = 0,738). 
 
 
 
Gráfico 13 - Distribuição das amostras QH, PFd e Ho de acordo com a presença de anticorpos 
anticardiolipina IgG. 
 
 
 
*p=0,015
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Gráfico 14 - Distribuição das amostras QH, PFd e Ho de acordo com a presença de anticorpos 
anticardiolipina IgM (*p=0,917). 
 
4.2.5.5 Anticorpos antinucleossomo (a-NCS) 
Das 60 amostras QH testadas, 38 (63,3%) foram negativas para anti-
NCS, 14 (23,3%) moderadamente positivas e oito (13,3%) fortemente positivas 
(gráfico 15). Já nos soros com padrão PFd, todos as amostras (100,0%) foram 
negativas para anti-NCS. Das amostras Ho, somente uma (3,3%) foi negativa 
para anti-NCS, sendo duas (6,7%) moderadamente positivas e 27 (90,0%) 
positivas. A comparação entre os grupos mostrou diferenças significativas entre 
os mesmos (teste qui-quadrado com p<0,001). O grupo PFd mostrou proporção 
significativamente maior de soros negativos para anti-NCS do que os grupos 
QH (p<0,001) e Ho (p<0,001). No grupo QH observamos proporção 
significativamente maior de negativos do que no grupo Ho (p<0,001) e 
proporção significativamente maior de soros moderadamente positivos que no 
grupo PFd (p=0,004). O grupo Ho apresentou proporção significativamente 
maior de positivos que os grupos QH (p<0,001) e PFd (p<0,001). 
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Gráfico 15 - Distribuição das amostras QH, PFd e Ho de acordo com a presença de anticorpos 
antinucleossomo. 
 
 
4.2.5.6 Anticorpos anti-Histona (His) 
Das 60 amostras QH testadas, 10 (16,7%) foram positivas para anti-His e 
50 (83,3%) negativas. Nas amostras PFd apenas uma (3,3%) foi positiva. Nas 
amostras Ho, 18 (60,0%) foram positivas e as 12 restantes (40,0%) negativas 
(gráfico 16). Houve diferença significativa entre os grupos quanto à positividade 
para anti-His (teste qui-quadrado com p<0,001). O grupo Ho apresentou 
proporção significativamente maior de positivos que os grupos QH e PFd 
(p<0,001 para ambos).  
 
*p<0,001
 
*p<0,001
 
**p=0,004
 
*p<0,001
 
*p<0,001
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Gráfico 16 - Distribuição das amostras QH, PFd e Ho de acordo com a presença de anticorpos 
anti-histona. 
 
 
4.2.5.7 Western Blot (WB) 
WB foi realizado com extrato total de células MOLT-4 (anexo 4). Não 
observamos um comportamento homogêneo dos soros QH nos ensaios 
realizados (figura 14). Algumas amostras QH mostraram um padrão 
heterogêneo de bandas enquanto a maior parte não evidenciou qualquer 
reatividade (gráfico 17 e 18). 
 
 
 
*p<0,001
 
*p<0,001
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1     3     5      7      9     11   13    15   17    19     21   23   25    27 
 
Figura 14 - Western blot demonstrando aparecimento de bandas em algumas amostras do 
padrão QH (SDS-PAGE 12%; Membrana de Nitrocelulose 0,2µm (BioRad); Extrato de células 
MOLT-4 - 18µg/tira; Amostras diluídas 1/20; Conjugado anti-IgG humana (BioRad); Revelação 
4-cloro-naftol). Tira 1 – controle negativo; Tira 2 – anti-Scl-70; Tira 3 – padrão PFd; Tira 4 – 
anti-histona; Tira 5 – anti-Ro; Tira 6 – anti-Sm e anti-RNP; Tiras 7 a 28 – Amostras QH. 
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Gráfico 17 – Distribuição das amostras QH de acordo com o peso molecular das bandas 
reativas ao ensaio de WB com extrato total de células MOLT-4. 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 18 – Frequência heterogênea das bandas reagentes e da negatividade dos soros QH 
no teste de WB. 
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4.3 EMULAÇÃO ARTIFICIAL DO PADRÃO QH 
 Como resultado da tentativa de reproduzir o padrão QH de maneira 
artificial, logramos obter padrões que se aproximam do mesmo a partir de 
misturas de amostras Ho e PF. Na figura 15A e 15B, estão representados os 
padrões Ho e PF, respectivamente. Na tabela 8 estão especificadas as 
diferentes proporções utilizadas e na figura 15 (C, D, E, F, G, H e I) os 
diferentes padrões obtidos, além do padrão QH (figura 15J), utilizado como 
controle positivo da reação. 
 
 
Tabela 8 - Fórmula das amostras compostas para emulação do QH artificial. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amostras compostas Volume de soro PF (µL) Volume de soro Ho (µL) 
C 5 35 
D 10 30 
E 15 25 
F 20 20 
G 25 15 
H 30 10 
I 35 5 
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Figura 15 - Padrões observados no experimento QH artificial. Em A temos o padrão 
Homogêneo (Ho) e em B o padrão Pontilhado Fino (PF). Em C, D, E, F, G, H e I temos 
amostras compostas com proporções diferentes dos soros Ho e PF, visando reproduzir o 
padrão QH (Aumento 400x), e em J temos o padrão QH (controle positivo). 
A B 
C D 
E F 
G H 
I J 
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 De acordo com as leituras independentes realizadas pelos três leitores 
“cegos”, obtivemos sucesso nessa tentativa, obtendo imagens semelhantes ao 
padrão QH com algumas das amostras compostas. As amostras compostas C 
e D ainda mantêm características do padrão Ho, sendo interpretadas como tal. 
Já as amostras compostas E e F resultaram imagens interpretadas como 
padrão QH, com características que diferem dos padrões Ho e PF. Em G e H 
temos características mais próximas do PF, porém ainda com placa metafásica 
corada. Finalmente em I a amostra composta apresenta padrão PF, já com a 
placa metafásica não corada. 
 
4.4 PESQUISA DAS POSSÍVEIS ASSOCIAÇÕES CLÍNICAS DO PADRÃO QH ENTRE OS 
INDIVÍDUOS QUE ORIGINARAM AS AMOSTRAS DO ESTUDO 
Foi possível obter informações clínicas referentes a 39 amostras QH, 25 
amostras PFd e 24 amostras Ho. As tabelas 9 a 11 discriminam a 
apresentação clínica dos indivíduos nos três grupos. A proporção de pacientes 
com doença reumática autoimune (DRAI) entre os três grupos mostrou 
diferença estatística (teste qui-quadrado com p <0,0001). Comparando os 
grupos dois a dois, verificamos que o grupo Ho apresentou maior proporção de 
pacientes com DRAI (83,3%) do que os grupos QH (41,0%) (teste exato de 
Fisher com p = 0,0014) e PFd (teste exato de Fisher com p<0,0001). O grupo 
QH por sua vez, apresentou maior proporção de pacientes com DRAI do que o 
grupo PFd (0,0%) (teste exato de Fisher com p<0,0001), conforme pode ser 
visto no gráfico 19. 
 
Tabela 9 – Informações clínicas referentes aos pacientes que forneceram as amostras com 
padrão QH. 
 
Características clínicas dos pacientes dos quais foram obtidas as amostras com padrão QH 
Amostra Classificação clínica Quadro Clínico 
1 DRAI LES 
2 DRAI LES, Hipotireoidismo e Depressão 
3 EPIAS Manchas pelo corpo e Artralgia 
4 DRAI LES e SAF 
5 EPIAS Hipocomplementemia crônica e Episódios esporádicos de erupção cutânea 
6 DRAI AR e Tiroidite de Hashimoto 
7 Miscelânea Assintomática (avó teve LES) 
8 Miscelânea Diabetes insipidus 
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9 Miscelânea Não evidencia nenhum quadro clínico específico 
10 EPIAS Poliartrite crônica 
11 DRAI AR 
12 Miscelânea Obesidade, Dificuldade para engravidar e Nódulo mamário benigno 
13 DRAI LES 
14 DRAI LES em uso de MMF 
15 EPIAS Antinuclessomo positivo  
16 Miscelânea Hepatite C 
17 Miscelânea Não há evidências de autoimunidade 
18 DRAI AR com uso de anti-TNF 
19 Miscelânea 
Ca de endométrio tratado, Hipotireoidismo, DM tipo II, infecção urinária de repetição, 
usa múltiplos remédios 
20 Miscelânea Quadro de surdez súbita, provavelmente mediada imunologicamente. 
21 Miscelânea Infertilidade 
22 DRAI LES 
23 Miscelânea 
Hashimoto e urticária crônica / artralgias a esclarecer. Teve duas perdas 
gestacionais: uma no primeiro trimestre e outra por mal-formação (estenose aórtica).  
24 Miscelânea Assintomática (pai com HAI e filha com aplasia de medula) 
25 Miscelânea Mola hidatiforme 
26 DRAI AR clássica 
27 EPIAS 
Quadro eruptivo psoriasiforme com piora acentuada durante os períodos 
gestacionais.  
28 DRAI LES 
29 EPIAS Possível LES –(usa OH-cloroquina) 
30 Miscelânea Hiperparatiroidismo secundário a adenoma de paratireóide 
31 Miscelânea Sem evidências de autoimunidade 
32 DRAI LES 
33 Miscelânea Depressão endógena 
34 DRAI LES 
35 Miscelânea Hipotireoidismo + hipertensão arterial + dislipidemia (nada autoimune) 
36 Miscelânea Hepatite C + Anemia hemolítica secundária ao IFN + hipotireoidismo 
37 DRAI LES + Sjögren 
38 DRAI LES + CMV + Tb ganglionar + DHEG + IRC dialítica 
39 DRAI LES + Hipotireoidismo + Osteoporose 
 
AR: Artrite reumatóide, Ca: Câncer, CMV: citomegalovírus, DHEG: doença hipertensiva 
específica da gravidez, DM: Diabetes Mellitus, HAI: Hepatite autoimune, IFN: interferon, IRC: 
insuficiência renal crônica, LES: lúpus eritematoso sistêmico, MMF: Micofenolato Mofetil, SAF: 
síndrome do anticorpo antifosfolípide, Tb: Tuberculose, TNF: fator de necrose tumoral. 
 
Tabela 10 – Informações clínicas referentes pacientes que forneceram as amostras com 
padrão PFd. 
 
Características clínicas dos pacientes dos quais foram obtidas as amostras com padrão PFd 
Amostra Classificação clínica Quadro Clínico 
1 Miscelânea Rotina 
2 Miscelânea Sem evidência de autoimunidade 
3 Miscelânea Dermatite herpetiforme sensível ao glúten 
4 Miscelânea Queixas vagas de artralgia 
França, NR____________________________________________________Resultados 
53 
 
5 Miscelânea Hipotireoidismo 
6 Miscelânea Rastreamento anual ginecológico 
7 Miscelânea Abortos de repetição 
8 Miscelânea Sem evidência de autoimunidade 
9 Miscelânea Assintomática 
10 Miscelânea A esclarecer. Enzimas hepáticas normais 
11 Miscelânea Tratamento para emagrecer 
12 Miscelânea Assintomático ("check up") 
13 Miscelânea Eczema em membros inferiores 
14 Miscelânea Uveíte prévia 
15 EPIAS Poliartrite soronegativa não erosiva 
16 Miscelânea Obesidade e alopécia e sem evidências de autoimunidade 
17 Miscelânea Hipotireoidismo 
18 Miscelânea Sem queixas específicas (refere avó com LES) 
19 Miscelânea Artralgia em ombros a esclarecer e fasciíte plantar 
20 Miscelânea Artralgias leves a esclarecer 
21 Miscelânea Artralgias vagas, sem evidências de autoimunidade 
22 Miscelânea Apenas em acompanhamento geriátrico 
23 Miscelânea Artralgias vagas 
24 Miscelânea Infertilidade a esclarecer 
25 Miscelânea Adenomegalia febril 
 
Tabela 11 – Informações clínicas referentes pacientes que forneceram as amostras com 
padrão Ho. 
 
Características clínicas dos pacientes dos quais foram obtidas as amostras com padrão Ho 
Amostra Classificação clínica Quadro Clínico 
1 DRAI SAF e LES 
2 DRAI LES, Hepatite C, Hipotireoidismo, IRC grau IV, HAS e IAM 
3 DRAI AIJ poliarticular, ITU de repetição e Cushing secundário à corticoterapia 
4 Miscelânia Fibromialgia e Lombalgia 
5 DRAI LES, TB ganglionar, Monilíase oral e esofágica, HIV? e Tabagismo 
6 DRAI Sjögren primário e Mielite transversa progressiva e ascendente - Devic? 
7 DRAI LES, Pseudotumor cerebral 
8 DRAI LES e Hanseníase 
9 DRAI LES, Aborto, TVP e Colite pseudomembranosa pós-ceftriaxona 
10 DRAI LES com derrame pleural 
11 DRAI LES, Estenose de artéria renal; HAS 
12 Miscelânea Hipotireoidismo, HAS, Obesidade mórbida com cirurgia bariátrica em 2003 
13 Miscelânea Ectasias ductais sem malignidades (BX) 
14 DRAI LES, Sepse de foco pulmonar, IRpA devido a pleurite e Fibrose subpleural 
15 DRAI Miocardite lúpica com ICC secundária e HAS 
16 DRAI LES, BCP de repetição, Sd ativação macrofágica, Vasculite cutânea e Esclerite 
17 DRAI LES, Hipotireoidismo, HAS e Dislipidemia 
18 DRAI Lúpus com derrame pleural e pré-eclâmpsia na gestação 
19 DRAI Pericardite lúpica, HAS, Dislipidemia e Fibromialgia 
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20 DRAI LES, Glomerulonefrite rapidamente progressiva 
21 DRAI LES 
22 DRAI LES, Celulite em mão D 
23 Miscelânea Espondilite anquilosante e HAS 
24 DRAI LES 
 
AIJ: artrite idiopática juvenil, BCP: brocopneumonia, BX: biópsia, HAS: hipertensão arterial 
sistêmica, HIV: vírus humano da imunodeficiência (AIDS), IAM: infarto agudo do miocárdio, 
ICC: insuficiência cardíaca congestiva, IRC: insuficiência renal crônica, IRpA: insuficiência 
respiratória aguda, ITU: infecção do trato urinário, LES: lúpus eritematoso sistêmico, SAF: 
síndrome do anticorpo antifosfolípide, Tb: tuberculose, TVP: trombose venosa profunda. 
 
 
 
Gráfico 19 – Distribuição das amostras QH, PFd e Ho de acordo com a presença de quadro 
clínico compatível com doença reumática autoimune (DRAI). 
 
Entre as doenças reumáticas autoimunes observadas no grupo QH 
encontrou-se o lúpus eritematoso sistêmico (LES) (30,8%), artrite reumatóide 
(AR) (10,3%), síndrome de Sjögren (SSj) (2,6%) e síndrome do anticorpo 
antifosfolípide (SAF) (2,6%), conforme pode ser observado no gráfico 20. 
 
*p=0,0014
 
**p<0,0001
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Gráfico 20 - Distribuição de amostras QH de acordo com a doença reumática autoimune. 
 
Quanto aos pacientes apenas com evidências parcial isolada de 
autoimunidade sistêmica (EPIAS), não houve diferença estatística entre os três 
grupos (teste qui-quadrado com p=0,623), ocorrendo em 17,95% do grupo QH, 
4,0% do grupo PFd e 0,0% do grupo Ho (gráfico 21). 
 
Gráfico 21 - Distribuição de amostras QH, PFd e Ho de acordo com a evidência parcial isolada 
de autoimunidade sistêmica (p=0,0623). 
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Em relação a outras doenças vistas, excluindo doenças reumáticas 
autoimunes e qualquer evidência parcial isolada de autoimunidade sistêmica, 
foi formado um grupo denominado miscelânea (MISC). Neste grupo podemos 
encontrar doenças tais como: diabetes insipídus, obesidade, hepatite C, 
câncer, hipotireodismo, infecção urinária de repetição, infertilidade, urticária 
crônica, mola hidatiforme hipertensão arterial sistêmica, depressão, entre 
outras, incluindo também pacientes que realizaram apenas “check-up” e 
assintomáticos. Comparando os três grupos, foi observada diferença entre os 
mesmos (p<0,0001). Comparando grupo a grupo, verificamos uma frequência 
superior no grupo PFd (96,0%) quando comparado com o grupo QH (43,6%) e 
com o grupo Ho (16,7%) (teste exato de Fisher com p<0,0001 para ambos). Já 
o grupo QH, apresentou uma maior frequência em relação ao grupo Ho 
(p=0,0318) (gráfico 22). 
 
 
Gráfico 22 - Distribuição de amostras QH, PFd e Ho no grupo miscelânea, formado por outras 
doenças, excluindo doenças reumáticas autoimunes e qualquer evidência de autoimunidade. 
 
 
 A tabela 12 apresenta uma sinopse da classificação clínica dos 
pacientes segregados de acordo com o padrão de ANA-HEp-2. 
 
 
*p<0,0001
 
**p=0,0318
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Tabela 12 - Sinopse da classificação clínica dos padrões de ANA-HEp-2 em estudo. 
 
Classificação Clínica Padrões ANA-HEp-2 
 QH PFd Ho 
 n (%) n (%) n (%) 
Doença Reumática Autoimune 16 (41,0) 0 (0,0) 20 (83,3) 
Evidência Parcial Isolada de Autoimunidade 
Sistêmica 6 (15,4) 1 (4,0) 0 (0,0) 
Miscelânea 17 (43,6) 24 (96,0) 4 (16,7) 
(p<0,0001) 
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5  DISCUSSÃO 
 
O presente trabalho procurou caracterizar o novo padrão de fluorescência, 
padrão quasi-homogêneo, observado ao exame ANA-HEp-2. Para tal, 
demonstramos inicialmente que este padrão é reproduzível em diferentes 
marcas comerciais de lâminas HEp-2 bem como em células fixadas in-house 
com diferentes protocolos. Reconhecido que não se trata de um artefato restrito 
a um determinado substrato antigênico, buscamos verificar possíveis 
peculiaridades imunológicas e clínicas associadas ao padrão QH, que 
pudessem justificar sua classificação independente de outros padrões já 
estabelecidos. Para tal, elegemos como balizas os padrões Ho e PFd, pelo fato 
de que ambos apresentam em comum com o padrão QH a coloração de placas 
cromossômicas mitóticas e que a textura da matriz do padrão de ambos 
encontra-se em extremos adjacentes daquela do padrão QH. Com relação aos 
aspectos imunológicos, observamos diversas características que distinguem o 
padrão QH dos demais, tais como o título da reação no ANA-HEp-2, a 
reatividade ao imprint de camundongo, e a frequência de diversos 
autoanticorpos. Também com relação ao contexto clínico ficou claro que o 
padrão QH tem significado distinto dos padrões PFd e Ho. Também ficou 
evidente que o padrão QH apresenta acentuada heterogeneidade clínica e 
imunológica ao passo que os padrões Ho e PFd apresentam considerável 
homogeneidade nesses aspectos. Em seu conjunto esses resultados indicam a 
validade de se discriminar o padrão QH, na medida em que o mesmo encerra 
perspectivas sorológicas e clínicas distintas, e, portanto, com impacto 
significativo para sua interpretação no contexto do manejo dos pacientes. 
Do ponto de vista da leitura ao microscópio, as principais diferenças do 
padrão QH são a textura finamente granular, quase homogênea, do núcleo e 
da placa metafásica. Não se nota a textura vítrea, hialina, observada no padrão 
homogêneo, e não se nota a textura mais grosseira e heterogênea observada 
no padrão PFd. Também há diferença em relação ao padrão pontilhado fino 
simples, na medida em que este último apresenta textura claramente 
pontilhada ao passo que a textura do padrão QH não permite a individualização 
dos pontos individuais que compõem a matriz do padrão. Obviamente, algumas 
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dessas diferenças são de caráter subjetivo e requerem treinamento para o seu 
reconhecimento.  
Apesar de termos verificado que o padrão QH é um padrão de 
imunofluorescência com características distintas em relação aos já 
estabelecidos, verificamos também que ele está associado a um conjunto 
heterogêneo de autoanticorpos, como bem mostraram as análises para 
diversos autoanticorpos bem como o fato de ter havido comportamento 
heterogêneo no Western Blot. De fato, vários dos soros QH não apresentaram 
reatividade ao WB e outros apresentaram reatividade contra uma 
heterogeneidade de proteínas, não se caracterizando bandas comuns.  
Algumas das evidências do presente estudo indicam que em alguns 
casos o padrão QH seja, de fato, o resultado da coexistência de diversos 
autoanticorpos na mesma amostra. Portanto, os resultados obtidos sugerem 
que o padrão QH pode ser decorrente de autoanticorpos ainda não 
caracterizados ou representar a coexistência de autoanticorpos já conhecidos. 
Esta hipótese ganhou força com a emulação do padrão QH mediante 
construção de uma amostra “artificial”, combinando diferentes proporções de 
amostras originalmente associados aos padrões Ho e PF. Ora, se a mistura de 
duas amostras de padrões distintos em diferentes concentrações foi capaz de 
criar uma terceira amostra com o padrão QH é razoável supor que ao menos 
uma parte das amostras originalmente rotuladas como QH contenham uma 
combinação de autoanticorpos distintos em quantidades apropriadas à 
configuração do padrão QH. 
Em função de suas características morfológicas o padrão QH pode ser 
fator de confusão, em leitores menos experientes, podendo ser confundido com 
os padrões Ho e PFd. De fato todos esses padrões apresentam forte coloração 
das placas cromossômicas mitóticas, característica que os segrega de vasta 
maioria dos padrões nucleares que não apresentam coloração das massas de 
cromossomos durante a mitose. Nesse sentido, os dados obtidos evidenciam a 
importância de que o padrão QH seja discriminado dos padrões PFd e Ho, pois 
as amostras QH apresentam diferenças imunológicas e clínicas importantes em 
relação às amostras PFd e Ho. De maneira geral, as amostras Ho 
apresentaram as maiores frequências de associações clínicas com doenças 
reumáticas autoimunes e as maiores frequência de autoanticorpos clinicamente 
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relevantes. No pólo oposto, as amostras PFd apresentaram virtual ausência de 
associações clínicas e imunológicas relevantes. Nesse cenário, as amostras 
QH ocuparam uma posição intermediária, evidenciando a heterogeneidade 
desse sistema e a necessidade de investigação adequada dos pacientes. 
Os três padrões diferiram substancialmente quanto à especificidade dos 
autoanticorpos presentes nas amostras. Anticorpos anti-SS-A/Ro e 
anticardiolipina da classe IgG foram frequentes nas amostras de padrão Ho, 
mas não foram frequentes nas amostras QH e PFd, apesar de ter havido certa 
tendência para maior frequência de pacientes com anti-Ro no grupo QH (p = 
0,055). Já anticorpos anti-histonas e antinucleossomo foram ausentes nas 
amostras PFd, e foram mais frequentes nas amostras Ho que nas amostras 
QH. Entretanto, como salientado acima, uma análise mais minuciosa mostrou 
distribuição progressiva dos três padrões, permanecendo o padrão QH sempre 
em uma posição intermediária. Observou-se uma característica ambígua do 
padrão QH frente aos outros, como um estágio interposto entre estes dois 
pólos.  
Em termos de concentração sérica de autoanticorpos, o padrão QH 
pareceu refletir também uma menor concentração de autoanticorpos que o 
padrão Ho. Se mirarmos no exemplo do antinucleossomo, em que se pode 
semiquantificar a sua concentração sérica, esta observação se torna ainda 
mais nítida, pois houve quantidade expressivamente maior de soros fortemente 
positivos no grupo Ho e de moderadamente positivos no grupo QH. Fenômeno 
semelhante foi observado com relação aos títulos de ANA-HEp-2 e do teste em 
imprint de fígado de camundongo. Interessantemente, o mesmo não ocorreu 
com o anti-DNA nativo, talvez devido à alta especificidade deste autoanticorpo 
como marcador de LES. Essas observações podem evocar a possibilidade de 
que o padrão QH meramente reflita o padrão Ho em amostras com menor 
concentração de autoanticorpos. No entanto, esta possibilidade não dá conta 
de todas as diferenças observadas entre as amostras com esses dois padrões, 
tais como frequência diferencial de anticorpos antinucleossomo, anti-DNA 
nativo e anti-ENA, bem como entre a flagrante distribuição nosológica entre os 
dois grupos. 
No Western Blot observou-se reatividade contra bandas distintas em 29 
amostras QH e total ausência de reatividade em 31 amostras QH. Este achado 
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corrobora os demais achados sorológicos que também demonstraram 
acentuada heterogeneidade no perfil de autoanticorpos específicos associados 
ao padrão QH, conforme supracitado. As amostras PFd, como já era esperado, 
apresentaram uma banda em comum de aproximadamente 75kDa, 
correspondente ao antígeno LEDGF/p75 (Dellavance et al., 2005). 
O padrão de fluorescência QH foi reconhecido em mais de um substrato 
comercial de células HEp-2, o que comprova não se tratar de um artefato raro 
associado a uma forma peculiar de preparação das células. Por outro lado, é 
um padrão parcialmente suscetível às condições de cultivo e fixação das 
células HEp-2, já que foi reconhecido de forma heterogênea nos diversos kits 
testados, o que mais uma vez apenas corrobora a composição heterogênea de 
anticorpos nessas amostras. Observamos sutis diferenças na forma com que o 
padrão QH se apresentava em lâminas de distintos fornecedores, como é usual 
com a maior parte dos padrões de fluorescência. Este fato denota a 
importância de que o os técnicos encarregados da interpretação rotineira do 
teste FAN-HEp-2 estejam amplamente acostumados com a marca de 
reagentes em uso. 
Não foi possível classificarmos todas as amostras em relação ao quadro 
clínico associado devido à falta de informações confiáveis em alguns casos. 
Muito menos estimamos a frequência do padrão QH em lúpicos e controles, o 
que não nos permite fazermos afirmações consistentes quanto à sua 
correlação clínica com determinadas doenças reumáticas autoimunes, até 
mesmo devido ao desenho do estudo adotado. Ainda assim, logramos 
informações de uma proporção significativa dos casos, suficiente para uma 
avaliação preliminar do significado clínico dos padrões estudados. Como já 
esperado, na casuística de amostras com padrão Ho houve maior proporção de 
indivíduos com doenças autoimunes reumáticas, em especial LES. Por outro 
lado, no grupo de amostras PFd, houve predomínio de indivíduos saudáveis, 
respaldando achados anteriores do nosso grupo (Mariz et al., 2011). Já o 
padrão QH apresentou distribuição intermediária, aparecendo tanto em 
amostras de pacientes com doenças autoimunes quanto infecciosas e mesmo 
em indivíduos saudáveis, possivelmente traduzindo a heterogeneidade 
imunológica subjacente a esse padrão. 
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De qualquer forma, sob a luz do conhecimento atual podemos afirmar 
com certeza que encontro do padrão QH em uma determinada amostra deve 
ensejar cuidadosa investigação adicional, pois diferentemente do PFd, o QH 
indica uma possibilidade real de doença autoimune sistêmica. Uma análise 
reumatológica criteriosa deve ser feita a procura de sinais e sintomas 
compatíveis com doenças autoimunes reumáticas. Devem ser pesquisados 
autoanticorpos clinicamente relevantes, como anti-DNA nativo, 
antinucleossomo, antifosfolípides e anticorpos contra antígenos nucleares 
extraíveis (ENA). Devem ser avaliados os níveis séricos do Sistema 
Complemento e devem ser investigadas alterações laboratoriais para avaliação 
de função renal, medular e hepática, bem como provas de atividade 
inflamatória. No caso de investigação totalmente negativa, os pacientes devem 
ser acompanhados periodicamente por algum tempo com a finalidade de se 
detectar eventual desenvolvimento de enfermidade autoimune, especialmente 
se apresentar em altos títulos ou com a concomitância de outros 
autoanticorpos. É importante também nestes casos tentar excluir outras causas 
de positividade para autoanticorpos, como a presença de infecções crônicas 
virais, tais quais as hepatites B e C. 
Deve ser reconhecido o elevado grau de subjetividade inerente na 
classificação dos padrões de ANA-HEp-2, que se acentua ainda mais no que 
tange ao padrão QH. No entanto, as diferenças clínicas e imunológicas 
apontadas evidenciam a individualidade deste padrão, bem como a grande 
importância do seu reconhecimento, pois o mesmo tem conotação clínica 
distinta do padrão PFd e parcialmente distinta do padrão Ho. Assim, é 
necessário esmerado treinamento de profissionais envolvidos na interpretação 
da reação de ANA-HEp-2, bem como intercâmbio de conhecimento e 
experiência entre os diferentes centros de excelência comprometidos com essa 
atividade. Após essa fase de difusão do conhecimento serão apropriados 
estudos de aferição da reprodutibilidade do padrão entre examinadores de 
diferentes centros bem como a implementação de programas de controle de 
qualidade. 
Em suma, o presente trabalho logrou demonstrar que o padrão Quasi-
homogêneo representa um tipo distinto de reatividade ao teste ANA-HEp-2. Ao 
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contrário de alguns padrões ANA-HEp-2, que têm associações muito estritas 
com determinadas especificidades de autoanticorpos, o padrão Quasi-
homogêneo mostrou-se associado a uma diversidade de autoanticorpos. Por 
suas características morfológicas é necessário cuidado para não confundi-lo 
com padrões que a ele se assemelham, como o pontilhado fino denso e o 
padrão homogêneo. Interessantemente, o padrão Quasi-homogêneo 
apresentou características clínicas e sorológicas intermediárias entre esses 
dois últimos padrões. Na prática clínica, o encontro do padrão Quasi-
homogêneo deve ensejar cuidadosa investigação clínico-laboratorial e 
acompanhamento do paciente com a finalidade de melhor determinar o 
diagnóstico. Por sua importância, o padrão Quasi-homogêneo deve ser 
divulgado entre os diversos centros de excelência na área de autoanticorpos. 
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6 CONCLUSÕES 
O padrão Quasi-homogêneo representa um tipo distinto de reatividade 
observada ao teste ANA-HEp-2. 
O padrão Quasi-homogêneo apresentou alguma suscetibilidade às 
condições de fixação e preparo do substrato celular, portanto, seu 
reconhecimento pode variar conforme o protocolo de preparo e a marca 
comercial de lâminas HEp-2 utilizada. 
Ao contrário dos padrões nucleares, homogêneo e pontilhado fino denso, 
o padrão Quasi-homogêneo caracterizou-se por notável heterogeneidade em 
relação às especificidades de autoanticorpos, título e espectro clínico 
associado. 
Do ponto de vista clínico, o padrão Quasi-homogêneo apresentou 
característica ambígua, podendo ser observado em indivíduos com e sem 
evidência de doença autoimune reumática. 
O encontro do padrão Quasi-homogêneo em uma determinada amostra 
deve ensejar cuidadosa investigação de outras especificidades de 
autoanticorpos e de possível evidência de doença autoimune reumática. 
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ANEXO 1 - Padrões de autoanticorpos e relevância clínica. 
Padrão Descrição Relevâncias clínicas por autoanticorpos 
Nuclear tipo membrana 
nuclear 
O padrão é caracterizado por uma 
fluorescencia em toda a membrana 
nuclear (podendo ser emitida com 
informação adicional em aspecto 
contínuo ou pontilhado). Não 
observamos fluorescência em 
nucléolos e citoplasma; a célula em 
divisão em todos os estágios 
apresenta-se não fluorescente. Não 
confundir com o antigo padrão 
periférico observado em fígado de rato 
onde o DNA de dupla hélice se 
encontrava ancorado as proteínas da 
membrana nuclear, dando seu 
aspecto característico. 
Anticorpo contra proteínas do envelope 
nuclear. 
Cirrose biliar primaria, hepatites autoimunes, 
raramente associado a doenças reumáticas. 
Algumas formas de lúpus eritematoso 
sistêmico e esclerodermia linear, síndrome do 
anticorpo antifosfolípide. Esse padrão pode 
ser observado em indivíduos sem evidência 
aparente de autoimunidade, principalmente 
quando em baixos titulos. 
Anticorpo anti-gp210 e específico para cirrose 
biliar primária. 
Outros autoanticorpos associados a esse 
padrão: anti-p62 (nucleoporina), anti-lamin A, 
anti-lamin B, anti-lamin C,anti-LBP. 
Nuclear homogêneo Nucleoplasma fluorescente de forma 
homogênea e regular. 
Não é possível distinguir a área de 
nucléolo e este é considerado não 
reagente. Placa metafásica 
cromossômica intensamente corada, 
de aspecto hialino, com decoração 
homogênea dos cromossomos, 
também positiva na anáfase e 
telófase. Citoplasma normalmente 
nãao fluorescente. 
Anticorpo anti-DNA nativo. Marcador de 
lúpus eritematoso sistêmico. 
Anticorpo anti-histona. Marcador de lúpus 
eritematoso sistêmico induzido por drogas, 
lúpus eritematoso sistêmico 
idiopático, artrite reumatóide, artrite idiopática 
juvenil, importante associação com uveíte na 
forma oligoarticular, síndrome de felty e 
hepatite autoimune. 
 
Anticorpo anticromatina (DNA/Histona, 
nucleossomo). Lupus eritematoso sistêmico. 
 
Nuclear pontilhado 
grosso 
Nucleoplasma com grânulos de 
aspecto grosseiro, heterogêneos 
em tamanho e brilho, sendo que 
sobressaem alguns poucos grânulos 
maiores e mais brilhantes (1 a 
6/nucleo) que correspondem ao corpo 
de Cajal, rico em ribonucleoproteinas 
do spliceossomo. Nucléolo, célula em 
divisão e citoplasma não 
fluorescentes. 
 
Anticorpo anti-Sm. Marcador para lúpus 
eritematoso sistêmico. 
 
Anticorpo anti-Rnp. Critério obrigatório no 
diagnóstico da doença mista do tecido 
conjuntivo, também presente no lúpus 
eritematoso sistêmico e esclerose sistêmica. 
Nuclear pontilhado fino Nucleoplasma com granulação fina. 
Nucléolo, célula em divisão e 
citoplasma não fluorescentes. 
Anticorpo anti-SS-A/Ro. Síndrome de 
Sjögren primária, lúpus eritematoso sistêmico, 
lúpus neonatal, e lúpus cutâneo subagudo, 
esclerose sistêmica, polimiosite e cirrose biliar 
primária. 
 
Anticorpo anti-SS-B/La. Síndrome de 
Sjögren primária, lúpus eritematoso sistêmico, 
lúpus neonatal. 
 
Nuclear pontilhado fino 
denso 
Nucleoplasma da célula em intérfase 
apresenta-se como um 
pontilhado peculiar, de distribuição 
heterogênea, nucléolo não 
fluorescente. A célula em divisão 
apresenta decoração 
em pontilhado intenso e grosseiro dos 
cromossomos na placa 
metafásica, com citoplasma não 
fluorescente. 
Anticorpo antiproteína p75 (cofator de 
transcrição) denominado LEDGF/p75. É um 
dos padrões mais frequentes encontrados na 
rotina, cuja correlação clínica ainda não está 
bem estabelecida, sendo frequentemente 
encontrado em indivíduos sem evidência 
objetiva de doença sistêmica. 
Encontrado raramente em doenças 
reumáticas autoimunes, processos 
inflamatórios específicos e inespecíficos. 
Existem relatos na literatura do encontro 
desse padrão em pacientes com cistite 
intersticial, dermatite atópica, psoríase e 
asma. 
Nuclear pontilhado 
pontos isolados 
Nucleoplasma apresenta-se com 
pontos fluorescentes isolados 
(podendo ser fornecida como 
informação adicional o número de 
pontos maior ou igual a 10 ou menos 
do que 10 pontos por núcleo). 
Nucléolo, célula em divisão e 
citoplasma não fluorescentes. 
Anticorpo anti-p80 coilina. Não possui 
associação clínica definida. 
 
Anticorpo anti-Sp100 – anti-p95. Descrito 
principalmente na cirrose biliar primaria. 
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Nuclear pontilhado 
centromérico 
Nucleoplasma da célula em intérfase, 
apresentando-se pontilhado com um 
número constante de 46 pontos. 
Nucléolo normalmente não 
fluorescente, célula em divisão 
apresenta concentração dos pontos 
na placa metafásica. Citoplasma não 
fluorescente. 
Anticorpo anticentrômero (proteínas CENP-
A, CENP-B e CENP-C). Esclerose sistêmica 
forma CREST (calcinose, fenômeno de 
Raynaud, disfunção motora do esôfago, 
esclerodactilia e telangiectasia), cirrose biliar 
primária e síndrome de Sjögren. Raramente 
observado em outras doenças autoimunes. 
Pode preceder a forma CREST por anos. 
Nuclear pontilhado 
pleomórfico 
O nucleoplasma apresenta-se 
totalmente não fluorescente 
na célula em fase G1 da intérfase, 
passando a pontilhado com grânulos 
variando de grosso, fino a fino denso 
na medida em que a célula evolui para 
as fases S e G2. Nucléolo e 
citoplasma não fluorescentes. Esse 
padrão é sugestivo de anticorpos anti-
PCNA. 
Anticorpo contra núcleo de células em 
proliferação (Anti-PCNA). Encontrado 
especificamente em pacientes com lúpus 
eritematoso sistêmico. 
Nucleolar homogêneo Nucléolo homogêneo, célula em 
divisão e citoplasma não 
fluorescentes. 
Anticorpo anti-To/Th. Ocorre na esclerose 
sistêmica. 
 
Anticorpo antinucleolina. 
Muito raro, descrito no lúpus eritematoso 
sistêmico, doença 
enxerto versus hospedeiro e na mononucleose 
infecciosa. 
 
Anticorpo anti-B23 (nucleofosmina). 
Descrito na esclerose sistêmica, alguns tipos 
de câncer, síndrome 
do anticorpo antifosfolipide e doença enxerto 
versus hospedeiro. 
Nucleolar aglomerado O nucléolo se apresenta com grumos 
de intensa fluorescência (como 
cachos de uva). Citoplasma e núcleo 
não fluorescentes. 
A célula em divisão apresenta-se 
amorfa, com coloração delicada em 
volta dos cromossomos da placa 
metafásica. 
Anticorpo antifibrilarina (U3-nRNP). 
Associado a esclerose sistêmica, 
especialmente com comprometimento visceral 
grave, entre elas a hipertensão pulmonar. 
Nucleolar pontilhado Decoração pontilhada nucleolar e 5 a 
10 pontos distintos e brilhantes ao 
longo da placa metafásica 
cromossômica. 
Núcleo e citoplasma não corados. 
Anticorpo anti-NOR 90. Inicialmente descrito 
na esclerose sistêmica. Atualmente descrito 
em outras doenças do tecido conjuntivo, 
porém sem relevância clínica definida. 
Anticorpo anti-RNA polimerase I. Esclerose 
sistêmica de forma difusa com tendência para 
comprometimento visceral mais frequente e 
grave. 
Anticorpo anti-ASE (anti-sense to ERCC-1). 
Frequentemente encontrado em associação a 
anticorpos anti-NOR-90. A associação mais 
frequente parece ser o lúpus eritematoso 
sistêmico. 
Citoplasmático fibrilar 
linear 
Fibras de estresses que constituem o 
citoesqueleto decoradas de forma 
retilínea, cruzando toda a extensão da 
célula e não respeitando os limites 
nucleares. Núcleos e nucléolos não 
fluorescentes. 
Anticorpo antiactina. Encontrado em 
hepatopatias: hepatite autoimune, cirrose. 
Anticorpo antimiosina. Hepatite C, hepato-
carcinoma, miastenia gravis. Quando em 
títulos baixos ou moderados podem não ter 
relevância clínica definida. 
Citoplasmático fibrilar 
filamentar 
Decoração de filamentos com 
acentuação uni ou bipolar em relação 
a membrana nuclear. Núcleos e 
nucléolos não fluorescentes. 
Anticorpo antivimentina e antiqueratina. 
Anticorpo antiqueratina é o anticorpo mais 
importante em doença hepática alcoólica. 
Descritos em várias doenças inflamatórias e 
infecciosas. Quando em títulos baixos ou 
moderados podem não ter relevância clínica 
definida. 
Citoplasmático fibrilar 
segmentar 
Apenas segmentos curtos das fibras 
de estresse se encontram 
fluorescentes. Núcleo e nucléolos 
negativos. Nas células em divisão, 
podemos observar eventualmente 
múltiplos grânulos intensamente 
fluorescentes que correspondem a 
forma globular das proteínas do 
citoplasma. 
Antialfa-actinina, antivinculina e 
antitropomiosina. 
Anticorpos encontrados na miastenia gravis, 
doença de Crohn e colite ulcerativa. Quando 
em títulos baixos ou moderados podem não 
ter relevância clínica definida. 
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Citoplasmático pontilhado 
polar 
Esse também e um laudo obrigatório, 
pois evidencia cisternas do aparelho 
de Golgi. A decoração é apenas 
citoplasmática em pontos agrupados 
de situação perinuclear, normalmente 
em apenas um polo nuclear. Núcleo, 
nucléolo e célula em divisão não 
fluorescentes. 
Anticorpo antigolginas (cisternas do 
aparelho de Golgi). 
Raro no lúpus eritematoso sistêmico, 
síndrome de Sjögren primária e outras 
doenças autoimunes sistêmicas. Relatado em 
ataxia cerebelar idiopática, degeneração 
cerebelar paraneoplásica e infecções virais 
pelo vírus Epstein Barr (EBV) e pelo vírus da 
imunodeficiência humana (HIV). Quando em 
títulos baixos ou moderados podem não ter 
relevância clinica definida. 
Citoplasmático pontilhado 
pontos isolados 
Pontos definidos de número variável 
por toda a extensão 
do citoplasma. Núcleo, nucléolo e 
célula em divisão não fluorescentes. 
Anticorpo anti-EEA1 e antifosfatidilserina. 
Não há associações clínicas bem definidas. 
 
Anticorpo anti-GWB. Associado a síndrome 
Sjögren primária, embora observado também 
em diversas outras condições clinicas. 
Citoplasmático pontilhado 
fino denso 
Fluorescencia de pontos finos, densos 
e confluentes, chegando a quase 
homogeneidade. O núcleo não está 
corado, mas pode ou não apresentar 
uma leve decoração homogênea na 
área do nucléolo. A célula em divisão 
e não fluorescente. 
No caso de haver fluorescência 
concomitante de citoplasma e 
nucléolo, o padrão e classificado como 
misto. 
Anticorpo anti-PL7/PL12. Esse padrão de 
fluorescência pode raramente estar associado 
a anticorpos encontrados na polimiosite. 
 
Anticorpo antiproteína P-ribossomal. Esse 
padrão ocorre no 
lúpus eritematoso sistêmico e está 
particularmente associado ao anticorpo 
antiproteína P-ribossomal. 
Citoplasmático pontilhado 
fino 
Pontos definidos em grande número e 
densidade, célula em divisão e 
nucléolo não fluorescentes. 
Anticorpo anti-histidil t RNA sintetase 
(Jo1). Anticorpo marcador de polimiosite no 
adulto. Descrito raramente na dermatomiosite. 
Outros anticorpos anti-tRNA sintetases podem 
gerar o mesmo padrão. 
Citoplasmático pontilhado  
reticulado 
Fluorescência em múltiplos pontos 
dispostos sob forma de 
retículo irradiando a partir da periferia 
do núcleo por todo o citoplasma. 
Núcleo, nucléolo e célula em divisão 
não fluorescentes. 
Anticorpo antimitocôndria. 
Marcador da cirrose biliar primária. 
Raramente encontrado na esclerose 
sistêmica. Devido ao encontro relativamente 
comum de padrão assemelhado e não 
relacionado a anticorpos antimitocôndria, e 
fundamental a confirmação por teste 
específico. 
Aparelho mitótico tipo 
centríolo 
Ponto fluorescente isolado no 
citoplasma em um polo na 
célula em repouso (intérfase) que se 
divide em dois e migra 
ao polo oposto do núcleo a medida 
que a célula entra em divisão. 
Anticorpo antialfa-enolase. Em baixos títulos 
não tem associação clínica definida. Em altos 
títulos pode estar associado a esclerose 
sistêmica. 
Aparelho mitótico tipo 
ponte intercelular 
Antígenos que formam a união entre 
células mãe/filha ao final da telófase. 
Podem ser observados com 
fluorescência intensa na ponte 
citoplasmática que sofrerá clivagem 
ao final da divisão celular. 
Anticorpo antibeta-tubulina. Podem ser 
encontrados no lúpus eritematoso sistêmico e 
na doença mista do tecido conjuntivo. 
Outros anticorpos ainda não bem definidos 
podem gerar o mesmo padrão. Associado a 
diversas condições autoimunes 
com baixa especificidade tendo relevância 
clínica somente 
em altos títulos. 
Aparelho mitótico tipo 
fuso mitótico (NuMa-2) 
Células em interfase se encontram 
não fluorescentes em todas as suas 
estruturas. Há decoração extensa e 
grosseira nos pólos mitóticos das 
células em metáfase e as pontes 
intercelulares são positivas na 
telófase. Citoplasma não fluorescente. 
Anticorpo anti-HsEg5/NuMA-2. Associado a 
diversas condições 
autoimunes com baixa especificidade, tendo 
relevância clínica somente em altos títulos. 
Misto do tipo nuclear 
pontilhado fino com 
fluorescência do aparelho 
mitótico 
As células em intérfase apresentam o 
núcleo corado como um pontilhado 
bem fino, geralmente em alto título. 
Células mitóticas em metáfase e 
anáfase apresentam colocação bem 
definida e delicada da região 
pericentrossômica e das partes 
proximais do fuso mitótico. Na telófase 
já se vê novamente a coloração 
pontilhada dos núcleos neoformados e 
não se vê coloração da ponte 
intercelular. 
Anticorpo anti-NuMa1. Associado a 
síndrome de Sjögren, podendo ocorrer 
também em outras condições autoimunes ou 
inflamatórias crônicas. Quando em títulos 
baixos ou moderados, pode não estar 
associado a evidência objetiva de doença 
inflamatória sistêmica. 
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Misto do tipo nuclear 
pontilhado grosso e 
nucleolar homogêneo 
Células em interfase apresentam o 
núcleo corado como pontilhado grosso 
e o nucléolo corado de forma 
homogênea. Na metáfase há 
coloração ao redor da placa 
metafásica. 
Anticorpo anti-KU. Marcador de 
superposição, polimiosite e esclerose 
sistêmica. Podem ocorrer no lúpus 
eritematoso sistêmico e esclerodermia. 
Misto do tipo nuclear e 
nucleolar pontilhado fino 
com placa metafásica 
corada 
Células em intérfase apresentam o 
núcleo corado de forma pontilhada 
fina e o nucléolo sobressai também 
com padrão pontilhado fino. Na 
metáfase, a placa metafásica 
apresenta 
padrão pontilhado fino. 
Anticorpo anti-DNA topoisomerase I (Scl-
70). Associado a esclerose sistêmica forma 
difusa, em que indica formas de maior 
comprometimento visceral. Mais raramente 
pode ocorrer na síndrome CREST e 
superposição. 
Misto do tipo nuclear 
pontilhado fino e 
nucleolar pontilhado. 
Células em intérfase apresentam o 
núcleo corado de forma pontilhada 
fina delicada e sobressaindo o 
nucléolo corado com padrão 
pontilhado (pontos individuais). O 
citoplasma não é corado. Na 
metáfase, observam-se 5 a 10 pontos 
isolados e brilhantes na placa 
metafásica, correspondentes as 
regiões organizadoras de nucléolo 
(NOR). 
Anticorpos anti-RNA polimerase I e II. 
Esses dois autoanticorpos usualmente 
aparecem em combinação, sendo a RNA pol I 
responsável pela distribuição nucleolar e em 
NOR, enquanto a RNA pol II responde pela 
distribuição nuclear. Anti-RNA pol I e 
considerado marcador de esclerose sistêmica 
e anti-RNA pol II aparece em diversas 
condições autoimunes. 
Misto do tipo 
citoplasmático pontilhado 
fino denso a homogêneo 
e nucleolar homogêneo 
O núcleo é totalmente não corado e o 
nucléolo é corado 
fracamente. O citoplasma apresenta 
intensa coloração com pontilhado 
muito fino e muito denso, quase 
homogêneo. As células mitóticas não 
são coradas. 
Anticorpo anti-rRNP (antiproteína P 
ribossomal). Marcador 
de lúpus eritematoso sistêmico é mais 
frequentemente relacionado 
a psicose lúpica. Também parece estar 
associado a atividade da doença. 
 
Adaptada do 3° Consenso Brasileiro para pesquisa de autoanticorpos em células HEp-2 (FAN). 
Recomendações para padronização do ensaio de pesquisa de autoanticorpos em células HEp-
2, controle de qualidade e associações clínicas (Dellavance et al., 2009a). 
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ANEXO 2 – Termo de Aprovação do CEP da UNIFESP 
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ANEXO 3 - TCLE 
 
 
 
 
 
 
 
 
Prezado Sr.(a) 
 
 Você está sendo convidado(a) para participar, como voluntário(a), em uma pesquisa. 
Após ser esclarecido(a) sobre as informações a seguir,  no caso de aceitar fazer parte do 
estudo,  assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra do 
pesquisador responsável. Em caso de recusa você não será penalizado de forma alguma e 
continuará tendo seu atendimento. 
 Em caso de dúvida, você pode procurar o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 
localizado na Rua Botucatú, 572 – 1º andar – cj. 14, telefone (11) 5571-1062, fax (11) 5539-
7162 e e-mail: cepunifesp@epm.br. 
 
Pesquisador Responsável: Natália Regine de França 
Bióloga - Inscrição Conselho Regional n° 56348/01-P 
Você pode procurá-lo em qualquer momento para esclarecimento de eventuais duvidas na Rua 
Pedro de Toledo, 650 – 3º andar, Disciplina de Reumatologia, telefone (11) 5576-4239, fax (11) 
5576-6665 e e-mail: nrfranca@unifesp.br ou nataliaregine@gmail.com 
Pesquisadores associados: Luis Eduardo Coelho Andrade, Neusa Pereira da Silva, 
Alessandra Dellavance e Silvia Helena Rodrigues. 
 
INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA: 
 
1. Título do Projeto: Caracterização imunológica do padrão nuclear Quasi-homogêneo 
(QH) observado pela técnica de imunofluorescência indireta em células HEp-2. 
 
2. Descrição da Pesquisa (objetivo): Esse estudo busca avaliar a presença de 
anticorpos que mostrem um padrão na imunofluorescência, estudar as proteínas 
reconhecidas pelo soro e eventualmente avaliar a presença de correlações clínicas 
com o padrão. 
 
3. Procedimento: Caso você concorde em participar, colheremos seu sangue de uma 
única vez, se necessário. O seu sangue será utilizado para estudarmos os anticorpos 
que mostraram um padrão na imunofluorescência e o que sobrar de seu sangue, será 
congelado para estudos futuros. A técnica de imunofluorescência, que será utilizada, 
detecta os anticorpos presentes em seu soro e em seguida serão feitos outros exames 
para uma melhor avaliação. Todos os resultados serão passados para seu médico e 
você poderá ver em qualquer momento. 
 
4. Riscos: O estudo não oferece riscos, apenas desconforto de uma coleta de sangue 
por meio de punção periférica da veia do antebraço, caso seja necessário. O seu 
sangue será utilizado para pesquisarmos um padrão detectado em seu soro pela 
imunofluorescência.  Você terá direito a manter-se atualizado sobre os resultados da 
pesquisa a qualquer momento. Não haverá despesas pessoais para o participante e 
nem compensação financeira relacionada à sua participação. 
 
5. Benefícios: Como benefício, saberemos quais proteínas são reconhecidas por esse 
soro e se esse padrão possui ou não uma associação clínica. Isso ajudará no melhor 
entendimento do padrão e a partir desse resultado novas pesquisas poderão ser 
desenvolvidas com o intuito de melhorar vida dos pacientes, caso haja uma associação 
Universidade Federal de São Paulo 
 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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clínica. O seu médico terá acesso aos resultados, assim como você também e isso 
auxiliará no seu acompanhamento. 
 
6. Sigilo: As informações obtidas bem como os resultados, serão confidenciais e serão 
divulgados apenas em meios científicos, sem o nome dos participantes. 
 
 
 
Eu, ______________________________________ RG __________________, acredito ter 
sido suficientemente informado a respeito do conteúdo que li sobre a pesquisa ou que foram 
lidas para mim, descrevendo o estudo Caracterização do padrão nuclear quasi-homogêneo 
(QH) detectado pela técnica de imunofluorescência indireta em células HEp-2. Eu discuti com o 
pesquisador sobre minha decisão de participar deste estudo. Ficou claro para mim qual é o 
objetivo do estudo, o procedimento que será realizado, o desconforto da coleta de sangue, a 
garantia de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que 
minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento 
hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei 
retirar o meu consentimento a qualquer momento antes ou durante o mesmo, sem penalidades 
ou prejuízo ou perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento 
neste serviço. 
 
______________________________________ 
Assinatura do paciente/Representante legal Data        /       /        
 
 
______________________________________ 
Assinatura da testemunha Data        /       /        
Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de 
deficiência auditiva ou visual. 
 
(Somente para o responsável do projeto) 
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido deste 
paciente ou representante legal para a participação neste estudo. 
______________________________________  
Assinatura do responsável pelo estudo Data         /       /        
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ANEXO 4 - Reagentes utilizados nas técnicas 
 
PBS 
1,44g  Na2HPO4 
0,24g  KH2PO4 
0,20g  KCl 
8g  NaCl 
Dissolver em 800mL de água destilada. Ajustar o pH para 7,4 com HCl, 
completar para 1L, distribuir em frascos e autoclavar. 
 
P-formaldeído 4% 
4g  Formaldeído 
100mL  PBS 
Dissolver formaldeído em PBS aquecendo a 60ºC, sem ultrapassar a 
temperatura. Resfriar em gelo rapidamente, filtrar e checar o pH para 7,4.. 
Aliquotar e congelar a -20ºC. 
 
Meio de Cultura DMEM 
1  Envelope de meio de cultura DMEM (GIBCO cat. 12100-046) 
3,7g  NaHCO3  
Qsp 1L  água destilada 
Diluir o envelope do meio de cultura em 800mL de água destilada 
 
Meio de Cultura FYTS 
Sacarose  6g 
Bactopeptona 1,5g 
Extrato de levedo 1,5g 
Ácido Fólico  0,006g (6mg) 
 
Completar para 300mL com água destilada. Acertar o pH para 7,0. Adicionar 
Hermina previamente preparada. Distribuir em tubos de vidro 5mL de meio, 
tampar com rolha de algodão e autoclavar à 120°C por 20 minutos. Conservar 
à 4°C. 
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Hemina: 
Adicionar 0,3mL de uma solução à 10mg/mL. Dissolver o pó de Hemina em 
Trietanolamina (2 ou 3 gotas) e completar com 2mL de água destilada. 
 
Tampão de Substrato 
25mL  Dietanolamina 
25mg  MgCl2-6H2O 
Qsp 250mL água Milli-Q 
Adicionar 25mL de dietanolamina em uma proveta, acrescentar 25mg de 
MgCl2-6H2O e completar com água Milli-Q até 100mL. Dissolver bem os 
reagentes e transferir o conteúdo para um béquer. Acrescentar mais 100mL de 
água milli-Q, homogeneizar e ajustar o pH para 9,8 com HCl 5N. Completar o 
volume para 250mL. 
 
Gel de Corrida ou Separação (10%) 
5,0mL Acrilamida 30%/ Bis-acrilamida 0,8% 
3,75mL 4X Tris-Cl/SDS pH 8,8 
6,25mL Água milliQ 
0,05mL Persulfato de amônio 10% 
0,01mL TEMED 
 
Gel de Empilhamento 
0,65Ml Acrilamida 30%/ Bis-acrilamida 0,8% 
1,25mL 4X Tris-Cl/SDS pH 6,8 
3,05mL Água milliQ 
25µL Persulfato de amônio 10% 
5µL TEMED 
 
Amostra 
2 µL Tampão de amostra 6X 
10µL Extrato protéico 
Aquecer a mistura a 95ºC por 5 min. 
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Tampão do substrato 
25mL  Dietanolamina 
25mg  MgCl26H2O 
Qsp 250mL H2O MilliQ 
Medir 25mL de dietanolamina, acrescentar o MgCl26H2O e completar com H2O 
MilliQ até 100mL. Acrescentar mais 100mL depois de dissolvido os reagentes. 
Homogeneizar, medir o pH e ajustá-lo para 9,8 com HCl 5N. Após ajustado o 
pH, completar para 250mL de água. 
 
Extrato Protéico Total de células MOLT-4 
2 garrafas de cultura médias (75cm2 - TPP - Cat. 90075) com células MOLT-4 
Tampão RIPA 
Inibidor de Protease (Amersham Biosciences – Cat. 80-6501-23) 
Centrifugar as células à 1200rpm por 10 minutos, desprezar o meio de cultura. 
Adicionar 10mL de PBS estéril gelado, diluir o pellet e centrifugar 
novamente.Repetir a ação anterior mais 2x. Adicionar  volume igual ao pellet 
de células de tampão RIPA e adicionar o inibidor de proteases (1:100) em 
relação ao volume do RIPA. Incubar 30 minutos no gelo com agitação. Passar 
nas agulhas n°16 a 21 e transferir para um microtubo. Aliquotar e congelar à -
70ºC. 
 
Tampão de lise RIPA 
50mM  Tris pH 7,5 
150mM NaCl 
1%  Nonidet P-40 
0,5%  Deoxicolato de Sódio 
1mM  EDTA 
0,1%  SDS 
Para 100mL de solução, misturar 0,6g de Tris e 0,88g de NaCl em 75mL de 
água destilada, acertar o pH para 7,5 com HCl. Em seguida, adicionar 10mL de 
solução 10% de NP-40, 5mL de solução 10% de Deoxicolato de Sódio, 1mL de 
solução 100mM de EDTA e 1mL de solução 10% de SDS. Armazenar de 2 a 
8°C. Completar com água destilada até o volume final. 
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Gel de Agarose 0,4% 
3,2g  Polietilenoglicol 6000 (Merck - Cat. 807491) 
0,8g  Agarose (Invitrogen - Cat. 15510-019) 
0,2g  Azida de Sódio (NaN3 - Merck) 
Qsp 200mL PBS 
Misturar os reagentes num béquer de vidro e adicionar o PBS até o volume 
final. Aquecer a solução com o agitador e com o béquer coberto parcialmente 
sem deixar ferver. Quando a solução estiver transparente, desligar o 
aquecimento, esperar esfriar, aliquotar e manter a 4°C até o uso. 
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ANEXO 5 – Certificados de Participação em Eventos 
XXVIII Congresso Brasileiro de Reumatologia (Porto Alegre, RS, Brasil – 2010) 
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XVII Encontro Avançado de Reumatologia (São Paulo, SP, Brasil – 2011) 
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ACR/ARHP Annual Scientific Meeting (Chicago, IL, USA – 2011) 
 
